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RESUME
Le Bornavirus (ou BDV) constitue un modèle de choix pour l'étude des mécanismes
par lesquels les virus peuvent persister dans le système nerveux central (SNC) et induire
des troubles du fonctionnement neuronal, parfois sans inflammation ni destruction cellulaire
associée. Le BDV persiste de façon non-cytolytique dans les neurones du SNC de
nombreuses espèces animales et induit des troubles comportementaux. L'objectif général de
mon travail de thèse était double : 1) analyser les bases du dysfonctionnement neuronal
associé à l’infection par le BDV, et 2) préciser le rôle de la phosphoprotéine du virus (P) dans
la perturbation de la signalisation et de l'activité neuronales associées à l'infection par le
BDV.
Afin d’étudier les propriétés électrophysiologiques des neurones infectés par le BDV,
nous avons enregistré l’activité électrique de réseaux de neurones corticaux, mis en culture
sur des supports à électrodes multiples en collaboration avec le Pr. Le Masson (INSERM
U862, Bordeaux). Cette étude a montré que le BDV ne perturbait pas l’activité des neurones
dans les conditions spontanées ou en réponse à une stimulation, mais qu’il bloquait
spécifiquement la potentialisation à long terme de l’activité de réseaux de neurones.
L’équipe d’accueil a aussi mis en évidence que le Bornavirus interférait
spécifiquement avec la voie de signalisation dépendante de la protéine kinase C (PKC). Des
résultats récents suggéraient que la protéine P pouvait être le déterminant viral majeur
responsable de cette interférence ainsi que des perturbations du fonctionnement neuronal
associées. Nous avons alors émis l’hypothèse que la protéine P, qui est phosphorylée par la
PKC, interfèrerait avec la phosphorylation des substrats neuronaux de la PKC, provoquant
alors des défauts du fonctionnement neuronal.
En collaboration avec le Pr. Schwemmle (Université de Freiburg, Allemagne), nous
avons généré, par génétique inverse, un virus BDV recombinant muté au niveau du site de
phosphorylation par la PKC de la protéine P. Nous avons tout d'abord observé que cette
mutation entraînait une cinétique d’infection fortement ralentie au sein de cultures primaires
de neurones, suggérant que la P, ainsi que sa phosphorylation par la PKC, joue un rôle
important dans la dissémination virale. En outre, nous avons démontré que ces mutations de
la protéine P restauraient un niveau normal de phosphorylation par la PKC de protéines
synaptiques telles que MARCKS et SNAP25. Par ailleurs, il a été observé que l’infection par
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le Bornavirus entraînait une réponse calcique exagérée en réponse à une dépolarisation
membranaire. Ce phénotype, qui résultait probablement de l'interférence avec la
phosphorylation de SNAP25, est entièrement corrigé dans les neurones infectés par le virus
muté.
Enfin, nous avons analysé l'effet de l'infection par les virus recombinants sur les
propriétés électrophysiologiques de réseaux de neurones corticaux. Alors que les neurones
infectés par le virus sauvage présentent un défaut sélectif de plasticité synaptique en
réponse à la stimulation, en accord avec nos résultats précédents, la mutation du site de
phosphorylation présent dans la protéine P conduit à une correction complète de ces défauts
de plasticité dans les neurones infectés, qui se comportent comme des neurones non
infectés. Pris dans leur ensemble, nos résultats démontrent de façon non ambiguë le rôle
essentiel de la protéine P dans les troubles du fonctionnement neuronal associés au BDV.
En conclusion, la P représente donc un exemple original d’interférence d’une protéine
virale avec le fonctionnement neuronal et la plasticité synaptique.
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SUMMARY
Bornavirus (BDV) is a negative, non-segmented single stranded RNA virus that
causes a persistent infection of the central nervous system (CNS) in a wide variety of
mammals, leading to behavioral disorders. Bornavirus is a good model to study the
mecanisms by wich viruses can persist in the CNS and inducing neuronal dysfunction,
without inflammation or associated cellular destruction. The general goals of this PhD were
to 1) analyse the basis of neuronal dysfunction associated with BDV infection and 2) precise
the role of BDV phosphoprotein (BDV-P) in the interference with neuronal signalisation and
activity associated with BDV infection.
We first studied the electrophysiological properties of BDV infected neurons, by
recording electrical activity of cortical neuron networks grown on micro-electrode array (MEA)
in collaboration with Pr. Le Masson (INSERM U862, Bordeaux). This study showed that BDV
was not interfering with spontaneous activity or the response to a stimulation, but that it was
specifically interfering with long term potentialisation of electrical activity of neuronal
networks.
The team could show that BDV was specifically interfering with protein kinase C
(PKC) dependant signaling pathway. Recent results suggested that P protein could be
responsible for this interference. We then hypothesized that P protein, phosphorylated by
PKC, could compete with the phosphorylation of endogenous PKC neuronal substrates,
therefore inducing defects of neuronal functioning.
In collaboration with Pr. Schwemmle (Freiburg university, Germany), using the reverse
genetics system, we generated a recombinant BDV with mutated PKC phosphorylation sites
on the P protein. We first observed that this mutation lead to a delay in kinetics of
dissemination in primaty neuronal cultures, suggesting that P phosphorylation by PKC plays
an important role in viral dissemination. Moreover, we showed that these mutations in P
protein restored normal phosphorylation state by PKC of synaptic proteins such as
MARCKS, SNAP25. Moreover, it was observed that BDV infection lead to calcium hyper-
responsiveness to depolarisation. This phenotype, probably due to the interference with
SNAP25 phosphorylation, was entirely corrected in neurons infected with the mutated virus.
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We next analysed the effect of infection with the recombinant viruses on electrical
activity of cortical neuronal networks. In accordance with previous results, wild-type infected
neurons selectively interfered with synaptic plasticity in response to stimulation, wherease
PKC phosphorylation site mutation on P protein lead to a complete correction of these
deffects in infected neurons, that behaved like non-infected neurons.
Taken together, these results formally demonstrate the essential role of P protein in
neuronal dysfunction associated with BDV infection.
As a conclusion, Bornavirus P protein represents an original exemple of interference
of a viral protein with neuronal function and synaptic plasticity.
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PREAMBULE
Le Bornavirus (BDV) possède un tropisme marqué pour les neurones et il est capable
de persister tout en étant actif dans le système nerveux central d’un grand nombre
d’espèces de mammifères. Les symptômes de l’infection varient en fonction de l’espèce hôte
et de son statut immunitaire. L’infection peut conduire à des symptômes neurologiques
sévères causés par la réponse immunitaire contre le virus. Mais le virus peut également
persister sans réaction inflammatoire marquée, et provoquer des troubles comportementaux
variés. Le caractère non-cytolytique de l’infection par le BDV suggère que les symptômes
pourraient être liés à un effet direct du BDV sur des fonctions neuronales importantes pour la
maturation du cerveau et la communication interneuronale.
La compréhension de la physiopathologie de l’infection nécessite donc de connaître
certains aspects de la physiologie neuronale. C’est pourquoi mon introduction décrit la
biologie du neurone en insistant sur les points importants pour la compréhension de nos
expériences, avant de décrire les connaissances actuelles sur le Bornavirus.
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Figure 1 : Les cellules du système nerveux central
D’après Servier « Medical art »
Tableau 1 : Fonctions des astrocytes
Isolement des neurones (corps cellulaire,
prolongements et synapse)
Régulation de la composition ionique et du
pH
Maintien de l’intégrité tissulaire
Capture  e t  métabo l i sa t ion  des
neurotransmetteurs
P r é s e n c e  d e  r é c e p t e u r s  a u x
neurotransmetteurs sur les astrocytes 
Signalisation calcique au sein d’un astrocyte
en réponse à l’activité neuronaleEchanges cellulaires
Signalisation calcique entre les astrocytes
grâce aux gap-jonctions et au relargage
d’ATP
Relargage de neurotransmetteurs par les
astrocytes
Modulation de la transmission synaptique
Modulation de l’efficacité de la transmission
synaptique et de la plasticité synaptique
D’après (Robitaille 2001) et (Pascual, Casper et al. 2005)
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I. Neurones et plasticité neuronale
A. Les cellules du système nerveux central
Le système nerveux central est constitué de deux types de cellules : les neurones et les
cellules gliales.
Les cellules gliales sont les cellules les plus nombreuses du cerveau : on considère
qu’il y a environ 100 milliards de neurones dans un cerveau humain adulte et 10 à 50 fois
plus de cellules gliales (Robitaille 2001). Les cellules gliales sont divisées en plusieurs types
cellulaires (Figure 1). La microglie, qui correspond aux cellules immunitaires résidentes du
système nerveux central (SNC), et qui participe à la surveillance immunitaire du cerveau.
Les oligodendrocytes, qui sont responsables de la synthèse de myéline et qui forment les
prolongements membranaires qui s’enroulent autour des axones pour former la gaine de
myéline. Les astrocytes, qui sont présents dans tout le SNC et ont des fonctions variées
(Tableau 1). Par exemple, ils maintiennent l’intégrité tissulaire, limitent la diffusion de
substances dans le SNC, communiquent avec les neurones. Plus récemment, leur rôle
important dans le contrôle de la transmission synaptique et la stimulation de la formation de
synapses a été mis en évidence (Auld and Robitaille 2003) (Christopherson, Ullian et al.
2005). Les astrocytes jouent un rôle clé dans la modulation de la transmission synaptique
(Pascual, Casper et al. 2005).
 Le neurone est la cellule constituant l'unité fonctionnelle du système nerveux. Ce
sont des cellules hautement spécialisées qui forment entre elles un réseau complexe. Elles
sont capables de transmettre un signal à distance grâce au développement de structures
cellulaires propres, dont les plus marquantes sont les longs prolongements qui partent du
corps cellulaire nommés les axones et les dendrites, et la synapse.
Le développement de ces structures cellulaires permet de classer les neurones en différents
types. Ils peuvent également être classés plus précisément en fonction de leur localisation
dans le système nerveux, ou en fonction du signal qu’ils transmettent (Tableau 2).
Le système nerveux central est organisé en structures qui communiquent entre elles
par le biais de projections neuronales allant d’un centre à un autre. Je vais prendre ici
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Figure 2 : Structure interne de l'hippocampe de rat
Les flèches représentent les circuits de projection. SO : stratum oriens, SP : stratum
pyramidale, SL : stratum moleculare, SR : stratum radiatum, OLM cells : oriens lacunosum-
moleculare cells, P cells : pyramidal cells, B cells : Basket cells, G cells : Granular cells
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l’exemple de l’hippocampe, qui est une des cibles privilégiées de l’infection par le Bornavirus.
Cette structure joue un rôle majeur dans les processus de mémorisation, qu’elle soit
contextuelle ou spatiale (Eichenbaum, Dudchenko et al. 1999; Shapiro and Eichenbaum
1999). Elle est le siège d’une grande plasticité au niveau des synapses, et c’est aussi l’une
des deux zones du cerveau où de la neurogenèse chez l’adulte a pour l’instant été mise en
évidence.
Anatomiquement, l'hippocampe est formé du gyrus denté et de la corne d'Ammon. La
corne d'Ammon est elle même subdivisée en CA1, CA2 et CA3 (corne d'Ammon 1, 2 et 3)
(Figure 2). Dans l'hippocampe, certains circuits neuronaux sont particulièrement marqués,
c’est le cas en particulier d’un circuit neuronal trisynaptique. Dans celui-ci, les cellules
granulaires du gyrus denté projettent en majorité leurs axones (fibres moussues) vers la
zone CA3 et établissent des synapses avec les cellules pyramidales de cette zone. Les
cellules pyramidales de la zone CA3 projettent à leur tour leurs axones vers les cellules
pyramidales de la zone CA1 (collatérales de Schaeffer). Celles ci projettent enfin leurs
axones vers le subiculum ou le cortex entorhinal. En parallèle à cette boucle trisynaptique, il
existe des connexions directes depuis les couches 2 et 3 du cortex entorhinal vers les
dendrites de CA3 et de CA1. La boucle trisynaptique est ainsi incluse dans une boucle plus
vaste qui comprend le cortex entorhinal, l'hippocampe proprement dit, le subiculum, qui se
referme au niveau du cortex entorhinal, porte d'entrée et de sortie principale entre le néo-
cortex et l'hippocampe.
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Tableau 2 : Critères de classification des neurones
Critère Types de neurones
Morphologie :
fonction du nombre
de prolongements
Multipolaire : plus de deux prolongements, un axone et des dendrites
Bipolaire : un axone et une dendrite
Pseudo-unipolaire : un prolongement court qui se divise en deux
pour donner une forme en T, une branche allant vers le SNC, l’autre
vers le SNP
Unipolaire : un seul prolongement
Signal transmis aux
cellules connectées
Excitateur : le neurone dépolarise la membrane de la cellule qu’il
contacte
Inhibiteur : le neurone hyperpolarise la membrane de la cellule qu’il
contacte
Fonction Moteurs : contrôle un muscle ou une glande
Sensoriel : perçoit et transmet un stimulus
Interneurone : établit des connexions avec d’autres neurones au sein
d’une même structure anatomique
Localisation Central : dans le cerveau ou la moelle épinière
Périphérique : nerfs et ganglions à l’extérieur du cerveau et de la
moelle épinière
D’après (Knott and Molnar 2000)
Figure 3 : Le potentiel d'action
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B. Communication neuronale
La communication neuronale est essentielle pour le fonctionnement du système
nerveux central. Cette communication se traduit sous deux formes : l’information est tout
d’abord codée en signal électrique qui se propage le long de l’axone. Ce signal est ensuite
traduit en signal chimique au niveau de la synapse. Les mécanismes de régulation de ces
signaux électriques et chimiques sont complexes.
1. Généralités
a. Le signal électrique
Le message nerveux électrique est basé sur des variations rapides du potentiel de
membrane des neurones. On distingue des potentiels postsynaptiques et des potentiels
d'action (ou PA). Les potentiels post-synaptiques peuvent être divisés en deux types :
- le Potentiel Postsynaptique Excitateur (ou PPSE), qui diminue la différence de
potentiel entre les deux côtés de la membrane plasmique et dépolarise localement la
membrane
- le Potentiel Postsynaptique Inhibiteur (ou PPSI), qui augmente la différence de
potentiel et hyperpolarise la membrane.
Si la membrane dépasse un seuil critique de dépolarisation, aux environs de
-15 mV, un potentiel d'action est initié. Un seul PPSE ne dépolarise pas suffisamment la
membrane pour atteindre cette valeur seuil. Il se produit une sommation à la fois temporelle
et spatiale des entrées synaptiques pour "décider" du déclenchement ou non d'un potentiel
d'action. La sommation spatiale se réfère aux différentes synapses afférentes à l'élément
postsynaptique, car un neurone peut en effet recevoir plus d'un millier d'afférences
différentes. Une sommation dite temporelle a aussi lieu au niveau de l’élément
postsynaptique. Si beaucoup de PPSE sont rapprochés dans le temps, ils s'ajoutent et
peuvent également atteindre le seuil de dépolarisation et donner lieu à un potentiel d’action.
Un dernier élément d’intégration est lié à l’existence de la période réfractaire du neurone. Si
deux signaux afférents excitateurs sont espacés de moins d'une milliseconde, le second ne
donnera naissance à aucun PPSE et sera donc silencieux.
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Les PPSI empêchent le déclenchement d'un potentiel d'action alors que les PPSE le
favorisent.
Les potentiels d'action sont des dépolarisations membranaires d’une durée de
quelques millisecondes et pouvant se déplacer sur les cellules nerveuses à des vitesses
élevées. Le potentiel d’action se présente sous la forme d'une onde où l'on peut distinguer
trois phases (Figure 3):
- la phase de dépolarisation qui atteint dans un temps très court, le plus souvent
inférieure à la milliseconde, une amplitude maximale (pic ou "spike"), voisine de 40mV;
- la phase de repolarisation du potentiel d'action est également rapide (comprise
entre 1 et 3 ms en moyenne pour la plupart des cellules excitables), le potentiel de
membrane revenant alors à son niveau initial;
- la phase d'hyperpolarisation, qui est souvent observée à la fin de la phase de
repolarisation. Elle est liée au fait que le potentiel de membrane atteint une valeur plus
négative que le niveau du potentiel de repos. Le retour à la valeur de potentiel initiale se fait
alors selon un décours relativement lent (quelques millisecondes). Cette hyperpolarisation
correspond à une phase réfractaire, où il sera plus difficile de déclencher un PA.
Ces différences de potentiel membranaire sont produites en modulant l’influx et
l’efflux d’ions par le biais de canaux ioniques membranaires. On estime ainsi que les corps
cellulaires des neurones des mammifères ont plus d’une douzaine de canaux ioniques
différents dépendants du potentiel (Debanne, Daoudal et al. 2003). Plus concrètement, le PA
est produit par l’activation rapide des canaux sodium (Na+) dépendant du potentiel, qui
entraîne un influx d’ions Na+ dans la cellule et provoque la dépolarisation membranaire. La
repolarisation de la membrane s’effectue grâce à la sortie d’ions potassium (K+) par des
canaux spécialisés, de façon légèrement décalée dans le temps. Ainsi, la dépolarisation est
maximale avant que la sortie d’ions K+ ne rectifie le potentiel membranaire. La dépolarisation
du neurone entraîne également l’activation d’autres canaux ioniques dépendant du potentiel,
en particulier de multiples canaux calciques conduisant à un influx de Ca2+ lors du PA.
b. Conduction et Transmission du signal électrique
Le potentiel d'action est un phénomène électrique qui présente deux propriétés
remarquables: a) lorsque la dépolarisation atteint une valeur seuil et qu’il est déclenché, il a
une même amplitude, une même forme et une même durée pour une fibre donnée : c’est la
"loi du tout ou rien » ; b) lorsqu'il est émis en un point, il se propage sans atténuation.
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La gaine de myéline entourant l’axone des neurones se comporte comme un isolant
électrique, mais elle présente des interruptions périodiques appelées noeuds de Ranvier. A
ce niveau, l’axone est donc perméable aux échanges ioniques et est alors permissif pour la
genèse d’un potentiel d’action. A la suite de cette dépolarisation locale, les ions positifs se
répandent de part et d’autre du site de stimulation vers les autres noeuds de Ranvier. Leur
présence provoque l’ouverture des pores de la membrane cellulaire, permettant à nouveau
la pénétration d’ions sodium et une dépolarisation qui provoque un autre potentiel d’action.
Le potentiel d’action est ainsi entretenu de segment en segment tout le long de l’axone.
L’influx nerveux peut alors parcourir toute la fibre nerveuse par cette propagation dite
« saltatoire », assurant une transmission efficace du signal électrique.
Si l'amplitude du potentiel d'action reste constante, c'est parce que toutes les
réponses locales obéissent à la loi du "tout ou rien". Le message nerveux n'est donc pas
codé en variation de l'amplitude des PA mais plutôt en variation de leur nombre. On obtient
ainsi des trains de potentiels plus ou moins importants selon l'intensité du signal.
Quand un potentiel d'action émis au niveau du corps cellulaire atteint la terminaison
axonale, il provoque la libération d'un neurotransmetteur. Le message nerveux électrique est
alors traduit en message chimique. Au niveau post-synaptique, les neurotransmetteurs se
fixent sur des récepteurs postsynaptiques spécialisés. Ce sont les récepteurs ionotropiques
qui sont responsables de la transmission électrique de l’influx nerveux. Par exemple, les
récepteurs AMPA (α-amino-3-hydoxyl-5-methyl-4-isoxasole-propionate) sont activés lors de
la fixation du glutamate et l’ouverture du canal permet l’entrée d’ions Na+ dans la cellule et la
dépolarisation de la membrane postsynaptique.
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Tableau 3 : Exemples de neurotransmetteurs
Classe chimique Neurotransmetteur
Ester Acétylcholine
Gamma aminobutyrate (GABA)
Glycine
Glutamate
Acides aminés
Aspartate
Dopamine
Noradrénaline
Sérotonine
Histamine
Enképhalines
Dynorphine
Substance P
Peptides
(quelques exemples)
Neuropeptide Y
Anandamide (endocannabinoïde)
Lipides
2-arachidonylglycérole (endocannabinoïde)
D’après (Hyman 2005)
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c. Le signal chimique
Le message nerveux électrique est codé en message chimique au niveau de la
synapse, par les neurotransmetteurs (NT).
Pour être considéré comme un neurotransmetteur, une molécule doit classiquement
répondre à plusieurs critères (Hyman 2005). Elle doit être produite à l'intérieur d'un neurone,
retrouvée dans ses boutons terminaux, relâchée à l'arrivée d'un potentiel d'action et doit
produire un effet sur le neurone post-synaptique en se fixant sur un récepteur. Après son
émission, elle doit être inactivée rapidement et son application expérimentale sur le neurone
post-synaptique doit avoir le même effet que lorsqu'elle est libéré par un neurone. Les
neurotransmetteurs appartiennent à des classes chimiques variées (Tableau 3).
Certains neurotransmetteurs sont décrits comme excitateurs ou inhibiteurs, et l’effet
d’un NT sur la cellule post-synaptique reposent entièrement sur les propriétés des
récepteurs qu’ils activent. Par exemple, le Glutamate est considéré comme un NT excitateur
car il va augmenter la probabilité que la cellule cible émette un potentiel d’action, alors que
l’acide Gamma-Amino-Butyrique (GABA) va au contraire diminuer cette probabilité.
Cependant, dans beaucoup de cas, la réponse de la cellule cible à un NT est complexe et
peut mener à une excitation ou une inhibition.
2. La synapse du système nerveux central
Les synapses jouent un rôle fondamental dans la physiologie nerveuse. Ce sont en
effet des relais de communication entre les neurones ou avec les organes effecteurs. De
façon remarquable, les synapses sont susceptibles de voir leur activité se modifier. Elles
peuvent ainsi acquérir un fonctionnement plus efficace lorsqu’elles sont fréquemment
utilisées, ou au contraire disparaître. Cette plasticité fait qu'on prête aux synapses un rôle
dans les phénomènes d'apprentissage et de mémorisation.
Nous nous limiterons ici à la description des synapses chimiques, qui sont
majoritaires dans le SNC. Rappelons qu’elles permettent de convertir une stimulation
électrique en signal chimique, qui sera à nouveau converti en un signal électrique. Dans
celles-ci, le complexe synaptique comprend trois parties qui présentent une asymétrie de
structure et une asymétrie fonctionnelle: l’élément présynaptique, la fente synaptique, et
l’élément post-synaptique.
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Figure 4 : Représentation schématique de la zone active présynaptique
Les vésicules synaptiques sont transloquées de la zone de réserve à la zone active de
fusion grâce à un ensemble de protéines motrices et de protéines d’ancrage mettant en jeu
le réseau d’actine. Des protéines de la surface vésiculaires (v-SNARE) s’associent aux
protéines de la membrane plasmiques (t-SNARE) formant le complexe SNARE, ce qui
entraîne le regroupement (« docking ») des VS et leur préparation à la fusion. L’exocytose
des VS suit l’ouverture des canaux ioniques voltage-dépendant. Le recyclage des VS selon
le mode endocytaire dépendant de clathrine est représenté ici. Les protéines motrices et
d’ancrage des VS sont indiquées sur la figure, ainsi que le SNARE, et les filaments d’actines.
D’après (Ziv and Garner 2004)
Zone active pré-synaptique
Fente synaptique
Zone active post-synaptique
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a. Organisation structurale
Nous prendrons l’exemple d’une synapse glutamatergique, qui correspond à la synapse
excitatrice majoritaire du SNC.
L‘élément présynaptique :
Sous la membrane présynaptique, on distingue une zone dense aux électrons avec
une géométrie plus ou moins apparente, la densité présynaptique. La zone présynaptique,
ou bouton présynaptique, apparaît comme un renflement axonal de environ 1µm de
diamètre. Elle est caractérisée par la présence d’une « zone active » qui est une région
située en regard de la zone postsynaptique, et par la présence de vésicules synaptiques
(VS) de 35 à 45nm de diamètre associées ou à proximité de la zone active, ainsi que de
nombreuses mitochondries. Les vésicules synaptiques sont les organites de stockage du
neurotransmetteur.
Les VS ne sont pas libres dans le bouton synaptique, et interagissent avec un
important réseau de protéines, lui aussi très organisé. Cet ensemble de protéines constitue
la zone active présynaptique (Gundelfinger, Kessels et al. 2003; Ziv and Garner 2004).
Certaines des protéines constituant la zone active présynaptique sont représentées dans la
figure 4 et certaines de leurs fonctions sont illustrées dans le tableau 4.
Le cycle de dépolymérisation/polymérisation de l’actine participe à la régulation du
trafic des VS (Morales, Colicos et al. 2000; Calabrese and Halpain 2005). Le réseau d’actine
se comporte comme une barrière empêchant les VS d’accéder de façon non contrôlée au
site d’exocytose. Quand la concentration intracellulaire en Ca2+ augmente au cours de la
stimulation d’un bouton présynaptique, le réseau d’actine peut se dissocier, permettant
l’accès de la zone active aux VS. Cette dissociation du réseau d’actine est médiée par des
protéines sensibles au Ca2+ et capables de cliver les filaments d’actine, comme la gelsoline
et la scinderine. La protéine MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate) est
un autre exemple de protéine régulant le réseau de polymères d’actine. Sous sa forme non
phoshorylée elle interagit avec la membrane synaptique, et directement ou non, avec l’actine
F. Elle intègre différents signaux, comme le calcium intracellulaire, ou l’activation de la
protéine kinase C, et régule la structure du cytosquelette d’actine.
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Tableau 4 : Exemples de protéines constituant la zone active présynaptique
Protéines Fonction
Actine et Spectrine
Rôle dans l’architecture du bouton
présynaptique
Rôle dans l’exocytose des VS
Piccolo (530kDa)
et Bassoon (420kDa)
Très grande taille et nombreux domaines
d’interaction protéine-protéine
Rôle probable dans l’échafaudage
d’importants complexes protéiques
Munc13
Interaction avec la protéine spectrine du
cytosquelette
Rôle dans l’exocytose des VS
RIM : protéines interagissant avec Rab3 Rôle dans l’exocytose des VS
Cadhérines et Protocadhérines
Facteurs  d ’adhés ion cont r ibuant
notamment à la stabilisation du contact
synaptique
EphrinB1
Interaction avec son récepteur EphB
Participe à la synaptogenèse et interagit
avec les récepteurs NMDA
β-neuréxine
Interaction avec la neuroliguine
Rôle dans la formation de la zone active
D’après (Ziv and Garner 2004)
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Outre leur rôle dans le maintien de la structure synaptique, les protéines de la zone
active présynaptique interviennent également dans le contrôle de la transmission de l’influx
nerveux. Elles participent en effet à la régulation de la distribution des canaux ioniques
présynaptiques et, grâce aux interactions avec les protéines des VS, à la régulation du trafic
vésiculaire.
Enfin, adjacente à la zone active se trouve la zone périsynaptique. Cette zone est
importante fonctionnellement car elle contient également de nombreux canaux ioniques et de
nombreux récepteurs et transporteurs spécifiques de neurotransmetteurs.
 La fente synaptique
La fente synaptique correspond à l’espace entre la zone présynaptique et la zone
postsynaptique d’une synapse. Elle a une largeur à peu près constante de 20 à 40 nm, un
espace étroit qui permet aux neurotransmetteurs libérés par le bouton présynaptique
d’atteindre rapidement les récepteurs postsynaptiques.
La fente synaptique est remplie d’une matrice extracellulaire dense visible au
microscope électronique. Des études biochimiques ont permis d’identifier les protéines
présynaptiques et postsynaptiques qui interagissent au niveau de la fente synaptique et qui
permettent de stabiliser la synapse. Parmi ces molécules, on peut citer des composants de
la matrice extracellulaire (laminine, fibronectine), des molécules d’adhésion (intégrines,
membres de la superfamille des immunoglobulines comme NCAM (Neural cell adhesion
molecule)) et des métalloprotéases (Dityatev and Schachner 2003; Murthy and De Camilli
2003). Ces protéines jouent un rôle crucial dans l’assemblage des contacts synaptiques,
mais elles ont également des rôles de modulation des voies de signalisation dans les
neurones.
L’élément post-synaptique
Organisation structurale
L'élément post-synaptique de la synapse glutamatergique se caractérise par une
région dense aux électrons, la densité post synaptique (PSD). Cette région correspond à la
concentration de protéines d'échafaudages (interagissant avec les récepteurs), de molécules
du cytosquelette (actine) et d'intermédiaires des voies de transduction. De multiples
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Figure 5 : Représentation schématique des récepteurs au glutamate
D’après (Konradi and Heckers 2003)
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interactions protéiques peuvent réunir plusieurs partenaires formant ainsi des complexes.
Ces complexes permettent le couplage aux voies de transduction et l'ancrage des récepteurs
dans la membrane plasmique. Par exemple, le complexe entre les récepteurs de type AMPA
et les protéines PICK1 (protéine qui interagit avec la protéine kinase C) permet leur ancrage
dans la membrane post-synaptique (Hanley 2008). En outre, le couplage des récepteurs de
type AMPA à la protéine GRASP-1 (protéine associée à GRIP) ou le couplage des
récepteurs de type NMDA à synGAP (protéine synaptique activatrice des Ras-GTPase),
permet la formation de complexes liant ces récepteurs du glutamate aux voies dépendantes
des petites protéines G de la famille Ras (Kim, Liao et al. 1998; Ye, Liao et al. 2000). Enfin,
l'organisation moléculaire de la synapse repose aussi sur des protéines de jonction qui
permettent de maintenir le lien physique entre les éléments pré et post-synaptiques (Shen
2004).
La synapse glutamatergique est donc une structure macromoléculaire dont le
fonctionnement repose sur l'agencement et l'organisation de multiples partenaires protéiques
(Scannevin and Huganir 2000). Les interactions entre récepteurs et protéines associées sont
autant de cibles possibles pour la régulation de la réponse synaptique.
Les récepteurs
L'élément post-synaptique, spécialisé dans la réception des messages, renferme dans sa
membrane plasmique les protéines réceptrices des neurotransmetteurs qui sont de deux
types : récepteurs-canaux et récepteurs liés aux protéines G. Des approches
pharmacologiques et moléculaires ont permis de classer les récepteurs du glutamate en
fonction de leurs modalités de transduction, ionotropiques ou métabotropiques, et de leurs
caractéristiques pharmacologiques.
Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluRs) sont des récepteurs couplés
aux protéines G hétérotrimériques (RCPG). Les mGluRs sont classés en trois groupes en
fonction de leur homologie de séquence, de leur pharmacologie et de la voie de transduction
à laquelle ils sont couplés. Leur caractéristique structurale est la présence du site de fixation
du ligand dans un large domaine N-terminal extracellulaire, lié par un domaine riche en
cystéines à une région transmembranaire formée de sept hélices (Figure 5). Les mGluRs
possèdent également un domaine C-terminal intracellulaire plus ou moins long selon les
variants d'épissage (De Blasi A, Conn PJ et al. 2001). Comme de nombreux RCPG, les
mGluRs forment des homodimères.
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Fonctionnellement, les mGluRs participent à la transmission synaptique par le biais
de divers effecteurs comme la protéine kinase C , les récepteurs à l'inositol tri phosphate ou
des canaux ioniques membranaires. Il est important de souligner que les mGluRs des
groupes II et III modulent la libération de neurotransmetteur en agissant au niveau pré-
synaptique, mais les mGluRs du groupe I sont principalement post-synaptiques (Coutinho
and Knopfel 2002).
Les iGluRs sont des récepteurs-canaux transmembranaires perméables aux cations,
principalement au Na+, au K+ et pour certains au Ca2+ (Burnashev 1996; Magleby 2004). Ils
peuvent être divisés en quatre familles : les récepteurs du glutamate de type NMDA, AMPA,
kaïnate et delta. Ils sont composés d'une combinaison de sous-unités assemblées en
complexes tétramériques (Figure 5). Malgré leur diversité phylogénétique, toutes les sous-
unités des iGluRs partagent une structure commune. Chaque sous-unité contribue au
récepteur par un site de fixation pour l'agoniste (avec des propriétés pharmacologiques
spécifiques), une partie du pore, et un domaine C-terminal cytosolique qui permet des
interactions avec des protéines partenaires.
Les récepteurs NMDA sont composés d'une combinaison de sous-unités NR1 et de
sous-unités NR2 et/ou NR3. Ils tirent leur nom du N-méthyl-D-aspartate (NMDA) qui est le
premier agoniste de synthèse des récepteurs ionotropiques du glutamate. Qu'ils soient pré-
ou post-synaptiques, les récepteurs NMDA participent à l'intégration du signal excitateur. Au
potentiel de repos du neurone (environ -60 mV), la liaison du glutamate sur le récepteur de
type NMDA ne suffit pas pour permettre l'entrée d'ion par le canal. Une dépolarisation de la
membrane plasmique aux alentours de -40 mV est nécessaire pour lever le blocage du canal
qui est effectué par un ion magnésium (Nowak, Bregestovski et al. 1984). Cette propriété fait
du récepteur NMDA un senseur à la fois de la libération synaptique de glutamate et de la
dépolarisation de la membrane neuronale. Les récepteurs du glutamate de type NMDA sont
au centre de la potentialisation à long terme dans les cellules CA1 de l'hippocampe dont
nous allons parler ultérieurement (Harris, Ganong et al. 1984), et Casado et coll. ont montré
que les récepteurs pré-synaptiques de type NMDA sont impliqués dans la dépression à long
terme dans le cervelet (Casado, Isope et al. 2002).
Comme pour les récepteurs de type NMDA, la distribution subcellulaire et les
interactions protéiques des récepteurs de type AMPA sont des éléments essentiels pour la
régulation fine de la transmission synaptique par le glutamate. Les récepteurs AMPA sont
constitués de quatre sous-unités (GluR1, GluR2, GluR3 et GluR4), qui présentent une
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Figure 6 : Schéma général du fonctionnement d'une synapse
D’après Bartolami 2006
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grande variété de séquence (Luscher and Frerking 2001; Song and Huganir 2002). Le
nombre de récepteurs de type AMPA présents dans la densité post-synaptique détermine en
partie de l’efficacité de la transmission synaptique. Shi et coll., en 1999, ont montré que
l'insertion de récepteurs de type AMPA dans la densité postsynaptique ainsi que leur
phosphorylation est un des mécanismes de la potentialisation à long terme (Shi, Hayashi et
al. 1999). Les récepteurs du glutamate de type AMPA ne sont pas seulement post-
synaptiques, et ils peuvent aussi réguler la libération de neurotransmetteur sur les
terminaisons GABAergiques (Bureau and Mulle 1998).
b. Mécanismes moléculaires de la transmission synaptique
Après avoir détaillé les caractéristiques structurales de la synapse, nous allons
étudier les mécanismes moléculaires de la transmission synaptique. Pour plus de simplicité,
nous allons évoluer de l’élément pré-synaptique vers l’élément post-synaptique.
Le schéma général du fonctionnement d'une synapse chimique est le suivant (figure
6): en réponse à l'arrivée d’un potentiel d'action au niveau présynaptique (1), on observe une
entrée d'ions Ca
2+
 dans l'élément présynaptique (2) et la fusion d'une vésicule synaptique
avec la membrane plasmique. Par un processus d'exocytose, la vésicule libère ainsi le
neurotransmetteur dans la fente synaptique (3). Les molécules de neurotransmetteur
peuvent alors se fixer sur la membrane de l'élément post-synaptique au niveau de
récepteurs qui lui sont spécifiques (4a) et entraîner un passage d'ions à travers la membrane
post-synaptique (5). A ce stade, la transmission synaptique est effectuée. De façon
concomitante, les molécules de neurotransmetteur présentes dans la fente synaptique sont
recaptées vers l'élément présynaptique (4b) et les vésicules présynaptiques sont recyclées
(4c).
niveau pré-synaptique
composition d’une vésicule synaptique 
Les vésicules synaptiques sont de petits organelles sphériques (de 35 à 45 nm de
diamètre), responsables de la libération, par exocytose, des neurotransmetteurs au niveau
de la zone active présynaptique. Ces vésicules contiennent un grand nombre de protéines
jouant des rôles multiples. On note des protéines impliquées dans l’importation de
neurotransmetteurs, des protéines de la machinerie nécessaire à l’exo- et l’endocytose ; des
58
Figure 7 : Schéma des protéines de surface d'une vésicule synaptique
Figure 8 : Les protéines du complexe SNARE
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protéines de transport composées de pompes à proton qui génèrent le gradient
électrochimique alimentant l’entrée de NT, et les NT eux-mêmes (Figure 7).
La fusion des membranes au cours de l’exocytose : le complexe SNARE
La fusion membranaire est un phénomène complexe qui implique plus de 200
protéines. Nous analyserons ici le rôle particulier d’une famille de protéines appelées
SNARE (« Soluble NSF Attachment protein REceptors ») qui sont présentes sur les deux
membranes qui vont fusionner (Figure 8). Ces protéines SNARE s’associent en un complexe
pendant la fusion (Jahn and Grubmuller 2002). L’exocytose est médiée par trois protéines
appartenant au complexe SNARE : la synaptobrevine (aussi appelée VAMP-2 pour
« vesicule-associated membrane protein »), qui se trouve sur la VS, et la syntaxine 1 et
SNAP25 (synaptosome-associated protein of 25000 daltons), sur la membrane pré-
synaptique (Sudhof 2004). La formation du complexe SNARE conduit à un rapprochement
des deux membranes qui vont fusionner. Ce complexe ne va pas conduire en lui-même à
l’ouverture d’un pore. L’exocytose est médiée par la liaison du Ca2+ à un senseur de calcium,
que sont les protéines vésiculaires synaptotagmine 1 et 2. Elles forment des complexes avec
les phospholipides membranaires, et aussi avec le complexe SNARE dès que le calcium
rentre par les canaux calciques dépendants du voltage.
Organisation des vésicules synaptiques
Comme nous l’avons vu précédemment, les vésicules synaptiques ne sont pas libres
et suivent une organisation particulière.
On distingue différents lots de vésicules synaptiques en fonction de leur localisation dans la
synapse (Figure 9):
- les vésicules prêtes à fusionner (« Readily-releasable pool ») : 4-8 VS par bouton, collées à
la zone active. Ce sont les VS les plus mobiles et qui sont toutes utilisées après une
stimulation intense
- les vésicules de réserve (« Reserve pool ») : 17-20 VS par bouton, qui sont mobilisées pour
remplacer les VS prêtes à fusionner.
Les vésicules prêtes à fusionner et les vésicules de réserve constituent les vésicules
qui recyclent  (« Recycling pool »), au nombre de 21-25 par bouton.
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Figure 9 : Les différentes populations de vésicules synaptiques (VS)
D’après (Sudhof 2000)
Figure 10 : Différents mécanismes de recyclage des vésicules synaptiques
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- les vésicules au repos (« Resting pool ») : environ 200 VS par bouton, sont plus éloignées
de la zone active, mais peuvent être mobilisées pour augmenter la taille de la population de
réserve par exemple.
Les VS peuvent passer d’une population à l’autre et ces échanges contribuent à la
régulation du recyclage des VS.
recyclage des vésicules synaptiques
Après libération de leur contenu en neurotransmetteur, les vésicules synaptiques
rentrent dans un mécanisme de recyclage. Ce recyclage permet de répondre efficacement à
des séries de stimulations.
Il a été mis en évidence au moins trois mécanismes de recyclage différents (Figure 10) :
- les vésicules sont réacidifiées et rechargées en NT tout en restant au niveau de la
zone active (« kiss and stay ») Barker 1972
- les vésicules se détachent de la zone active et recyclent localement (« kiss and
run ») (Ceccarelli, Hurlbut et al. 1973)
- ou alors, les vésicules sont endocytées par un mécanisme dépendant de la clathrine
et sont réacidifiées et rechargées en NT soit directement, soit après passage dans
l’endosome (Heuser and Reese 1973).
Niveau post-synaptique
L’exocytose des VS libère les neurotransmetteurs dans la fente synaptique qui vont se fixer
sur les récepteurs postsynaptiques.
Dans notre exemple, le glutamate peut se fixer sur tous ses récepteurs
postsynaptiques, mais ce sont les récepteurs ionotropiques, NMDA et AMPA, qui sont
responsables de la transmission électrique de l’influx nerveux.
Les récepteurs AMPA sont rapidement activés par la fixation du glutamate et
l’ouverture du canal permet l’entrée d’ions Na+ dans la cellule et la dépolarisation de la
membrane postsynaptique. Cette dépolarisation rapide peut générer un PA lorsqu’elle est
d’intensité suffisante pour dépasser un certain seuil. L’activation des récepteurs AMPA peut
être bloquée par l’utilisation d’un antagoniste, par exemple le 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-
2,3-dione disodium (CNQX).
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Pour l’activation des récepteurs NMDA, il faut en revanche plusieurs étapes. Il faut
tout d’abord que chaque sous-unité NR1 fixe un co-agoniste, une molécule de glycine ou de
D-sérine, et que les deux autres sous-unités du tétramère fixent chacune une molécule de
glutamate. Enfin, il faut que la membrane cellulaire soit dépolarisée au niveau du récepteur
NMDA. Cette dépolarisation peut être obtenue lors d’une forte stimulation grâce à l’activation
des récepteurs AMPA. En effet, lorsque suffisamment de récepteurs AMPA sont stimulés, la
dépolarisation membranaire peut permettre l’activation des récepteurs NMDA à leur
voisinage. Les récepteurs NMDA ne sont pas au sens strict des canaux ioniques dépendant
du potentiel, mais la dépolarisation permet de chasser les ions magnésium (Mg2+) qui
occupent le canal du récepteur NMDA et empêchent le passage des autres ions. Lorsque
toutes les conditions nécessaires à l’activation des récepteurs NMDA sont remplies, le canal
ionique est fonctionnel et un influx d’ions Na+ et d’ions Ca2+ est provoqué. L’activation des
récepteurs NMDA peut être bloquée par l’utilisation d’un antagoniste, par exemple l’acide D-
(-)-2-Amino-5-phosphopentanoique (APV).
Les récepteurs AMPA et NMDA ont donc un fonctionnement bien différent. Les
récepteurs AMPA sont activés de façon rapide, même lorsque le potentiel membranaire
postsynaptique est au repos. Ils sont responsables de la transmission synaptique rapide
dans le SNC. L’activation des récepteurs NMDA est beaucoup plus contrôlée et légèrement
plus tardive. Cependant, les dépolarisations provoquées par chaque type de récepteur
s’additionnent pour augmenter l’amplitude de la dépolarisation postsynaptique globale
(PPSE) en réponse à l’exocytose de glutamate.
La libération de GABA, le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC, entraîne une
hyperpolarisation membranaire. Deux récepteurs fixent le GABA. Les récepteurs GABAA
sont situés au niveau postsynaptique et leur activation entraîne un influx d’ions chlorure
(Cl-) ; les récepteurs GABAB sont situés au niveau postsynaptique mais aussi dans une
moindre mesure au niveau présynaptique et leur activation entraîne une sortie d’ions K+.
Dans le SNC, la fixation du GABA sur son récepteur entraîne une diminution de l’excitabilité
du neurone, c’est-à-dire une diminution de la probabilité de générer des PA. Le GABA
participe donc au contrôle de l’activité du réseau neuronal, composé à la fois de neurones
excitateurs et inhibiteurs.
En conclusion, l’activation d'un récepteur peut entraîner l'activation de très nombreux
canaux ioniques. Ces canaux agissent en retour sur des voies de signalisation qui
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permettent aussi l'existence de nombreux sites de régulation et peuvent générer des
modifications durables du métabolisme cellulaire.
C. Plasticité neuronale dépendante de l’activité
Nous venons de détailler les principes de base de la communication inter-neuronale.
Les capacités d’adaptation et de rapidité de réponse du système nerveux central peuvent
être expliquées au niveau cellulaire par le phénomène de plasticité neuronale. Nous allons
définir dans les paragraphes suivants les notions de plasticité et de potentialisation et nous
pencher sur les mécanismes moléculaires connus à ce jour.
1. Généralités : plasticité et potentialisation à long terme
La plasticité synaptique est un terme très général qui désigne des modifications
synaptiques qui contribuent à modifier l’efficacité de la transmission synaptique. La plasticité
synaptique peut se traduire également par des changements de la morphologie des
synapses, dépendant ou non de la synthèse de nouvelles protéines. Lorsque ces
changements sont induits par des stimulations de la communication inter-neuronale, on parle
de plasticité synaptique dépendant de l’activité. Cette dernière connaît un très grand intérêt
car elle est supposée être à la base des phénomènes d’apprentissage et de mémoire. En
effet, on considère que la mémoire a pour origine le renforcement de certaines connections
synaptiques et, comme la mémoire, les phénomènes de plasticité synaptique peuvent parfois
persister pendant de très longues périodes (Pittenger and Kandel 2003; Lynch 2004).
Il y a beaucoup de mécanismes différents qui participent à la plasticité, mais les deux
formes de plasticité les plus étudiées sont la dépression à long terme (long term depression,
LTD en anglais) et la potentialisation à long terme (long term potentiation, LTP en anglais).
La LTD est induite si le relargage de neurotransmetteur a lieu très rapidement après
que le neurone post-synaptique a émis un potentiel d’action. Le neurone post-synaptique
devient alors moins sensible à des signaux excitateurs. La LTP au contraire est induite
quand le relargage de neurotransmetteurs a lieu quelques millisecondes avant l’émission
d’un potentiel d’action au niveau post-synaptique et rend le neurone plus sensible à la
stimulation, contribuant à renforcer la connexion synaptique (Malenka and Bear 2004).
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La LTP a été mise en évidence pour la première fois dans l’hippocampe de lapin
(Bliss and Gardner-Medwin 1973) en particulier pour la LTP hippocampale dépendante des
récepteurs NMDA. La LTP a aussi été observée dans d’autres structures cérébrales, comme
le cortex, le cervelet ou l’amygdale. Il existe des différences moléculaires au niveau de son
expression, mais les mécanismes principaux sont conservés. C’est pourquoi dans cette
partie je me limiterai ici à présenter la LTP dépendante des récepteurs NMDA, telle qu’elle a
été décrite dans l’hippocampe.
Expérimentalement, la LTP synaptique peut être induite par trois protocoles
principaux. Par des protocoles chimiques, en exposant par exemple les neurones à un
antagoniste du récepteur au GABAA, la bicuculline, qui induit la génération de potentiels
d’action en bouffées à haute fréquence. Les interneurones GABAergiques imposent en effet
une inhibition tonique au réseau neuronal. En supprimant cette inhibition avec la bicuculline,
on induit alors un effet globalement activateur du réseau. Cette activité à haute fréquence
permet l’entrée de calcium dans les neurones au niveau des récepteurs NMDA, ainsi que
l’activation de cascades de signalisation aboutissant à la phosphorylation du facteur de
transcription CREB (cAMP response element binding) (Hardingham, Arnold et al. 2001;
Arnold, Hofmann et al. 2005). On peut aussi l’induire par une stimulation à haute fréquence
de type tétanique, ou par une stimulation pré-synaptique à basse fréquence, couplée à une
dépolarisation post-synaptique (Lisman, Lichtman et al. 2003). Il faut en effet atteindre un
certain seuil de dépolarisation pour que la LTP soit induite. Ce procédé peut ainsi renforcer
la synapse pendant quelques minutes à quelques heures. In vivo, la LTP peut durer de
quelques heures à des années.
La LTP dépendant des récepteurs NMDA est exprimée au niveau post-synaptique. A
la suite d’un stimulus de potentialisation, l’amplitude des réponses post-synaptiques est
augmentée de façon persistante : on observe une augmentation des EPSP par rapport à ce
qu’elles étaient avant la potentialisation. Les mécanismes sous-jacents impliquent un
recrutement de récepteurs AMPA qui sont insérés au niveau de la membrane plasmique
post-synaptique de la synapse stimulée (Malenka and Bear, 2004). Cette augmentation du
nombre de récepteurs AMPA résulte d’une stimulation du  trafic intracellulaire, causée par
des modifications post-traductionnelles des récepteurs, principalement des phosphorylations.
Des phosphorylations interviennent également dans le contrôle de la perméabilité ionique
des récepteurs AMPA, un autre élément participant à l’expression de la LTP dépendant des
récepteurs NMDA.
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La LTP peut également avoir une expression présynaptique. On observe ainsi une
augmentation de l’exocytose et de l’endocytose des VS conduisant à une libération accrue
de neurotransmetteur. Il existe une forme de LTP dont l’expression est purement
présynaptique. Cette forme de LTP est appelée LTP des fibres moussues, car elle a été
observée initialement au niveau des synapses des fibres moussues dans l’hippocampe.
Depuis, elle a été décrite dans le cortex et dans le cervelet (Garcia-Junco-Clemente et al.,
2005; Lonart et al., 2003). La LTP des fibres moussues est induite par un influx de Ca2+
présynaptique et on conçoit donc que des modifications biochimiques locales puissent
conduire à une augmentation de la libération de neurotransmetteurs.
Dans tous les cas, l’augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+ est
l’élément central, car elle va activer des voies de signalisation à l’origine de la
potentialisation synaptique à long terme. L’activation de ces voies de signalisation est
responsable de l’expression de la potentialisation et deux phases peuvent être définies en
fonction des modifications biochimiques nécessaires au maintien de la potentialisation à long
terme. Une première phase précoce indépendante des synthèses protéiques est
responsable du maintien de la potentialisation pendant 1 à 2 heures. Une deuxième phase
tardive, responsable du maintien de la potentialisation pendant plusieurs heures, jusqu’à
plusieurs jours, dépend des synthèses protéiques (Malenka and Bear, 2004).
2. Mécanismes moléculaires de la LTP post-synaptique dépendante des récepteurs
NMDA
a. Phase précoce de la LTP : activation de kinases
La phase précoce de la LTP dépend de l’activation de kinases. Les kinases principalement
associées avec la LTP hippocampale sont la Ca2+/Calmodulin-dependent kinase II (CaMKII)
et la protéine kinase C (PKC), mais d’autres kinases comme la protéine kinase A (PKA),
ERK (extracellular signal-regulated kinase) ou la phosphoinositide-3 kinase (PI3K) ont aussi
été impliquées. Une fois activées, ces protéines kinases vont phosphoryler un certain
nombre de protéines impliquées dans la modulation de la transmission synaptique. Les
substrats phosphorylés varient d’une forme de potentialisation à l’autre.
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La CaMKII
Après leur entrée dans la cellule post-synaptique par les récepteurs NMDA, les ions
Ca2+ sont rapidement captés par la calmoduline, qui subit alors un changement de
conformation et va activer la CaMKII (Malenka, Kauer et al. 1989).
La CaMKII est l’une des protéines les plus abondantes dans les neurones : elle
représente 1-2% des protéines totales et est composée de 12 sous-unités. La fixation de
Ca2+ et de la calmoduline à l’enzyme entraîne la phosphorylation d’une sous-unité de la
CaMKII au niveau du résidu thréonine 286. La sous-unité est alors active. Pour que l’enzyme
soit totalement fonctionnelle, il faut également que les autres sous-unités soient
phosphorylées. Une sous-unité active peut phosphoryler une autre sous-unité voisine si
celle-ci a lié le Ca2+ et la calmoduline : il s’agit de l’autophosphorylation. La CaMKII
phosphorylée a la capacité de retenir la calmoduline et devient ainsi partiellement
autonome : elle peut rester active longtemps, même après le retour à une concentration
normale en Ca2+ intracellulaire. L’influx de Ca2+ au travers des récepteurs NMDA entraîne
une translocation de la CaMKII vers ces récepteurs et l’ancrage de l’enzyme à la densité
postsynaptique. La protéine phosphatase 1 est responsable de la déphosphorylation de
l’enzyme et de son inactivation (Fink and Meyer 2002).
La CaMKII a un rôle crucial lors de la LTP dépendant des récepteurs NMDA : elle
possède de nombreux substrats, mais la phosphorylation de la sous-unité GluR1 des
récepteurs AMPA au niveau de la sérine 831 est particulièrement importante pour
l’expression de cette forme de LTP. Elle augmente en effet l’insertion des récepteurs AMPA
à la membrane plasmique postsynaptique et leur perméabilité.
La PKC
Il existe de nombreuses isoformes de PKC qui sont classées en fonction de leur
mode d’activation (Parker and Murray-Rust 2004). On distingue les PKC classiques
(isoformes α, β, γ ), sensibles au Ca2+ et au diacyglycérol (DAG) ; les PKC nouvelles
(isoformes δ , ε , η , θ ), sensibles au DAG et insensibles au Ca2+ ; les PKC atypiques
(isoformes λ, ζ ), insensibles au DAG et au Ca2+, mais activées par d’autres messagers
lipidiques. L’activation des PKC requiert une étape de translocation du cytosol à la
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membrane. Pour les PKC classiques, le recrutement membranaire est stimulé par
l’augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+. Le mécanisme est inconnu pour
les PKC nouvelles. Les PKC atypiques sont quant à elles recrutées à la membrane par
l’intermédiaire de Cdc42, une protéine de la famille des Rho-GTPase. Au niveau
membranaire, l’activation des PKC requiert à la fois l’interaction avec le DAG et la
phosphorylation des PKC par la protéine kinase dépendant des phosphoinositides (PDK),
elle-même activée par le DAG. La production de DAG est sous la dépendance des enzymes
de la famille des phospholipases C. Celles-ci peuvent être activées par des récepteurs
couplées au protéines G (ex : mGluR1 et mGluR5) ou par une augmentation de la
concentration intracellulaire en Ca2+ (Hashimotodani, Ohno-Shosaku et al. 2005). Les PKC
sensibles au DAG (PKC classiques et nouvelles) peuvent d’autre part être directement
activées par les esters de phorbol qui miment le DAG et recrutent les PKC à la membrane.
De très nombreuses données indiquent que les PKC sont impliquées dans la
potentialisation synaptique (Lynch 2004; Malenka and Bear 2004). En effet, des inhibiteurs
de PKC bloquent la potentialisation, alors que des activateurs chimiques augmentent la
potentialisation synaptique. L’activité PKC est aussi élevée dans des neurones
d’hippocampe soumis à un protocole d’induction de la LTP. De plus, la sous-unité GluR1 des
récepteurs AMPA est phosphorylée par les PKC au niveau de la sérine 831, c’est-à-dire au
même site que celui de la CaMKII. Mais il est difficile de dire précisément quelles isoformes
de PKC sont impliquées dans la LTP dépendant des récepteurs NMDA. Certaines isoformes
sont clairement identifiées, comme la PKC γ (Abeliovich, Paylor et al. 1993), ou la PKC ζ
(Ling 2002). D’autres isoformes interviennent également, mais leur effet est moins bien
décrit.
ERK (protéine kinase régulée par les signaux extracellulaires 1/2)
La protéine kinase ERK appartient à la famille des MAP kinases (pour Mitogen
activated kinases en anglais). Elle est fortement activée par des mitogènes, et, dans le
système nerveux central, par des neurotrophines et des neurotransmetteurs.
Dans les neurones, la protéine kinase ERK 1/2 peut être activée par l’augmentation
de la concentration intracellulaire en Ca2+ par l’intermédiaire de la protéine Ras, de la famille
des petites GTPases. Le mécanisme d’activation de Ras par le Ca2+ est encore mal connu,
mais fait intervenir probablement les protéines SynGAP ou RasGFR1 (Thomas and Huganir,
2004). RasGRF est une protéine adaptatrice de Ras, sensible aux élévations de calcium
intra-cellulaire, et impliquée dans l’activation de ERK. Elle est enrichie dans les neurones et
les souris invalidées pour RasGRF1 présentent des défauts de LTP dans l’hippocampe ainsi
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qu’un défaut d’apprentissage dans une protocole de Morris Water Maze (Bambrilla et al.
1997). Il faut aussi remarquer que le Ca2+ peut activer indirectement ERK par l’intermédiaire
de la PKC et de la PKA (Yuan et al., 2002). ERK a été proposé comme une voie de
convergence de ces voies de signalisation dans les neurones.
L’implication de ERK 1/2 dans la potentialisation synaptique dépendant de l’activité a
été révélée par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques (English and Sweatt, 1997). Son
rôle est maintenant clairement établi dans de nombreuses formes de plasticité synaptique
(Sweatt, 2004). ERK 1/2 pourrait favoriser l’insertion des récepteurs AMPA à la membrane
postsynaptique (Zhu et al., 2002).
La PKA (protéine kinase A)
La PKA est un tétramère composée de deux sous-unités régulatrices et de deux
sous-unités catalytiques. Elle est activée par l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
produite par l’adénylcyclase suivant deux mécanismes dépendant de l’activité neuronale. Le
premier mécanisme d’activation de la PKA est dépendant de l’influx de Ca2+ intracellulaire
qui active l’adénylcyclase. Le deuxième mécanisme est dépendant de l’activation des
récepteurs couplés aux protéines G (ex : récepteurs dopaminergiques D1 (Surmeier et al.,
1995) qui activent l’adénylcyclase. Il est important de rappeler ici que les autres récepteurs
métabotropiques au glutamate inhibent au contraire l’adénylcyclase. La synthèse d’AMPc
peut aussi être stimulée chimiquement par l’application de forskoline qui active directement
l’adénylcyclase (Nguyen and Woo, 2003).
La PKA activée peut phosphoryler la sous-unité GluR1 des récepteurs AMPA au
niveau de la sérine 845. Cette phosphorylation est impliquée dans la stabilisation des
récepteurs AMPA à la membrane postsynaptique.
L’activation de la PKA joue également un rôle important dans la potentialisation
synaptique par le contrôle qu’elle exerce sur l’activité des phosphatases. Ce contrôle est
réalisé en particulier par l’intermédiaire de la phosphorylation de la protéine DARPP-32
(phosphoprotéine de 32000 daltons régulée par la dopamine et l’AMPc) et de la protéine
RCS (protéine régulant la signalisation dépendant de la calmoduline). La phosphorylation de
la DARPP-32 et de RCS par la PKA entraîne, respectivement, une inhibition de l’activité des
phosphatases suivantes, protéine phosphatase 1 et calcineurine (Rakhilin et al., 2004).
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La PI3K (phosphatidylinositole 3-kinase)
Les protéines kinases de la famille PI3K sont composées d’une sous-unité catalytique
p110 et d’une sous-unité adaptatrice p85. Le Ca2+ peut activer la PI3K par l’intermédiaire de
la calmoduline. De plus, la sous-unité adaptatrice interagit avec de nombreuses protéines et
grâce à ses domaines de type SH2 et SH3 (Vanhaesebroeck et al., 1997). Elle interagit en
particulier avec la sous-unité GluR2 des récepteurs AMPA (Man et al., 2003). Cette
interaction permet de localiser la PI3K à proximité du site d’entrée de Ca2+ et ainsi de
favoriser son activation lors de l’influx de Ca2+ à travers les récepteurs NMDA. Dans ce
contexte, l’activation de la PI3K favorise l’insertion des récepteurs AMPA à la membrane
postsynaptique, contribuant ainsi à l’expression de la LTP.
D’autres protéines kinases sont impliquées dans la potentialisation synaptique
(Sanes and Lichtman, 1999). Mais les protéines kinases décrites ci-dessus semblent être les
principales (Lynch, 2004; Malenka and Bear, 2004). Les protéines kinases décrites ci-dessus
sont activées par l’augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+ ou par l’activation
de récepteurs aux neurotransmetteurs. Mais elles peuvent également être activées par
d’autres stimuli, comme par exemple les neurotrophines. En particulier, le BDNF (facteur de
croissance neuronal dérivé du cerveau) active ces protéines kinases, à l’exception de la
CaMKII, et favorise la potentialisation synaptique (Poo, 2001).
Les protéines kinases interagissent entre elles et constituent un réseau de
signalisation très complexe : l’inhibition d’une protéine kinase peut par exemple, par
rétrocontrôle, avoir des effets sur une autre voie de signalisation (Bhalla and Iyengar, 1999;
Rakhilin et al., 2004). Les protéines kinases peuvent aussi coopérer pour phosphoryler une
même cible protéique (Wikstrom et al., 2003). C’est le cas de la phosphorylation de la sérine
831 de la sous-unité GluR1 des récepteurs AMPA, phosphorylée par la CaMKII et la PKC.
b. Phase tardive de la LTP : synthèse protéique
La L-LTP peut durer des jours ou des mois. Cette phase de la LTP est dépendante de la
synthèse protéique et de la transcription. Elle se traduit par un renforcement de l’efficacité de
la transmission synaptique suite à la synthèse de nouveaux récepteurs au glutamate, ou de
facteurs de transcription ou encore de protéines structurales qui vont permettre le
renforcement des synapses existantes ou la création de nouvelles. La synthèse protéique
est induite par les kinases qui activent des facteurs de transcription (Nguyen, Abel et al.
1994, Braham et al. 2005) (Tableau 5).
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Tableau 5 : Exemples de protéines kinases impliquées dans le contrôle de la synthèse
protéique lors de la potentialisation synaptique
Protéine kinase Fonction Effet sur la traduction protéique
active la protéine kinase Mnk1
( p r o t é i n e  k i n a s e  1
interagissant avec MAPK)
Mnk1 active la protéine eIF4E du
complexe d’initiation de la synthèse
protéiqueERK 1/2
active la S6 kinase
S6 kinase phosphoryle la protéine S6
de la sous-unité 40S des ribosomes
PI3K active la PDK PDK active la S6 kinase
active S6 kinase
S6 kinase phosphoryle la protéine S6
de la sous-unité 40S des ribosomes
mTOR
phosphoryle le complexe
4E-BP
4E-BP phosphorylé se détache des
facteurs d’initiation de la traduction et
lève ainsi l’inhibition de la traduction
D’après (Klann et al., 2004)
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La transcription
La CaMKIV, une fois activée, module d’autres voies de signalisation jouant sur
l’activation de facteurs de transcription. Dans un modèle de souris transgéniques exprimant
une mutation dominante-négative de la CaMKIV, Kang et al ont montré que la L-LTP ne
pouvait être maintenue, alors que la E-LTP n’était pas affectée (Kang 2001).
L’adenylyl cyclase activée synthétise de l’AMP cyclique (AMPc), qui est requis pour
l’activation de la PKA. Cette dernière transloque alors dans le noyau, où elle phosphoryle
des facteurs de transcription (Poser and Storm 2001).
Le premier facteur de transcription impliqué dans la L-LTP est le facteur 1 de
transcription se liant aux éléments de réponse à l’AMPc (cAMP response element binding
protein-1, CREB-1) (Bourtchuladze 1994). Après sa phosphorylation, il initie la transcription
de gènes précoces (Malenka et Bear 2004), qui contribuent au renforcement synaptique.
Synthèse protéique à la synapse
La L-LTP est caractérisée par la synthèse protéique, de CaMKII, de récepteurs au
glutamate ou de protéines associées au cytosquelette entre autres. Ces protéines sont
nécessaires pour le renforcement synaptique et pour la croissance des épines dendritiques.
Toute la machinerie nécessaire pour la synthèse protéique est présente à la synapse,
certaines des protéines nécessaires pour l’instauration de la L-LTP sont synthétisées à la
synapse et non dans le corps cellulaire. L’adressage des ARNm à la synapse est finement
régulé par des protéines kinases, et par d’autres facteurs comme le BDNF (Bramham 2005).
On trouve des ribosomes, des membranes analogues au réticulum endoplasmique ou à
l’appareil de Golgi dans les dendrites et les épines dendritiques. On trouve aussi des
éléments de régulation de la traduction des ARNm comme des facteurs d’initiation,
d’élongation, et des enzymes de régulation (Lynch 2004).
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3. LTP pré-synaptique, protéines kinases et recyclage des vésicules synaptiques
La potentialisation présynaptique se traduit par une augmentation de la libération de
neurotransmetteurs et les protéines kinases peuvent intervenir à deux niveaux pour favoriser
l’exocytose des VS :
- elles peuvent phosphoryler des canaux ioniques membranaires et augmenter ainsi
l’excitabilité présynaptique et/ou l’influx calcique.
- elles peuvent moduler le cycle d’exo-endocytose des VS.
Les canaux calciques dépendant du potentiel sont en grande partie responsables de
l’influx de Ca2+ lors de dépolarisations membranaires et ils peuvent être régulés par des
protéines kinases. En particulier, les canaux calciques dépendant du potentiel de type L sont
des substrats de la PKC, PKA et PI3K (Viard et al., 1999). Leur phosphorylation entraîne une
augmentation de l’influx de Ca2+. La déphosphorylation des canaux calciques de type L par
la phosphatase PP2B ajoute un niveau supplémentaire de contrôle, d’autant plus complexe
que l’activité de la phosphatase PP2B est elle-même inhibée par la PKA (Rakhilin et al.,
2004).
Le BDNF peut stimuler la libération de neurotransmetteurs de plusieurs manières à la suite
de sa fixation sur son récepteur TrkB, présent au niveau présynaptique (Poo, 2001). Le
BDNF peut entraîner une dépolarisation locale et une augmentation de la concentration
intracellulaire en Ca2+, contribuant ainsi à la stimulation de l’exocytose des VS (Kafitz et al.,
1999). La fixation du BDNF sur son récepteur entraîne également l’activation de nombreuses
voies de signalisation qui sont importantes pour la potentialisation synaptique : ERK 1/2,
PKC, PI3K, PKA (Poo, 2001). Finalement, le BDNF peut stimuler la synthèse protéique et
ainsi contribuer à la phase tardive de la potentialisation synaptique (Poo, 2001). Il est
intéressant de noter que la sécrétion de BDNF est stimulée lors de protocoles d’induction de
potentialisation synaptique. De plus, l’effet du BDNF est lui-même modulé par l’activité
synaptique : le BDNF est plus actif lorsque les neurones sont stimulés électriquement (Du et
al., 2003).
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Figure 11 : Etapes du recyclage des vésicules synaptiques régulées par la
phosphorylation de protéines présynaptiques
D’après (Turner et al., 1999)
Tableau 6 : Modulation du recyclage des vésicules synaptiques par la phosphorylation
de protéines présynaptiques
Protéine kinase Substrat Effets Etape
CamKII
PKA
CaMKI
ERK 1/2
synapsine I
Dissociation du cytosquelette :
augmentation de la mobilité des
VS
recrutement des VS
RIM1_
Augmentation de l’accès des VS
à la zone active
recrutement des VS
PKA
SNAP-25
Augmentation de la taille de la
population de « vésicules prêtes
à fusionner »
recrutement des VS
MARCKS
D é s t a b i l i s a t i o n  d u
cytosquelette : augmentation de
la mobilité des VS
recrutement des VS
PKC
SNAP-25
Augmentation de la vitesse de
recrutement des VS
recrutement des VS
PKC Munc18 Maturation du complexe SNARE Fusion membranaire
PKA Snapine
Stabil isation du complexe
SNARE
Fusion membranaire
PKC dynamine I
Préparat ion d’une étape
d’endocytose
endocytose des VS
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Phosphorylation de protéines des vésicules synaptiques ou de protéines associées
La phosphorylation est un mécanisme important de régulation du trafic des VS
(Figure 11). Trois étapes du recyclage des VS sont régulées par la phosphorylation de
différentes protéines synaptiques :
- une étape régulée par la phosphorylation des protéines associées au cytosquelette
présynaptique et impliquée dans le recrutement des VS. Cette étape est également
importante pour la régulation de la taille des différentes populations de VS.
- une étape de phosphorylation intervenant dans la régulation de la fusion
membranaire des VS.
- une étape de phosphorylation régulant l’endocytose des VS.
Le tableau 6 permet de résumer le rôle de la phosphorylation de protéines présynaptiques
dans la potentialisation du recyclage des VS. Les mécanismes sont décrits plus en détail ci-
dessous pour chaque étape.
Recrutement des VS
Lors de l’exocytose des VS, les « vésicules prêtes à fusionner » sont les premières
mobilisées. Cependant, leur nombre est restreint et lors de stimulations intenses du bouton
présynaptique, les VS de la population de réserve sont également recrutées. Le trafic
antérograde des VS permet de remplacer les VS ayant fusionné et il comprend le
mouvement des « vésicules au repos » vers les « vésicules de réserve » et le mouvement
des « vésicules de réserve » vers les « vésicules prêtes à fusionner ». L’efficacité de la
transmission synaptique repose donc sur la capacité des VS issues des différentes
populations à transiter dans le bouton synaptique pour maintenir un nombre suffisant de VS
mobilisables rapidement. La phosphorylation des protéines présynaptiques régule le trafic
des VS et la stimulation de protéines kinases permet ainsi d’augmenter leur recrutement
(Turner et al., 1999).
La phosphorylation de la protéine synapsine I est particulièrement importante. Cette
protéine est associée aux VS et est en liaison avec le cytosquelette d’actine présynaptique.
Elle possède au moins cinq sites de phosphorylation : un site est phosphorylé par la PKA et
la CaMKI, deux autres par la CaMKII et enfin deux sites sont phosphorylés par ERK 1/2.
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 La phosphorylation ajoute une charge négative responsable de la dissociation de la
synapsine I des VS. Les VS ne sont donc plus retenues au cytosquelette d’actine et elles
peuvent être mobilisées pour former des « vésicules prêtes à fusionner » (Chi et al., 2003).
L’activation des protéines kinases phosphorylant la synapsine I participe donc à la
potentialisation présynaptique en augmentant la disponibilité des VS pour l’exocytose. La
phosphorylation de la synapsine I par la CaMKII est particulièrement importante pour
l’expression présynaptique de la potentialisation à long terme (Nayak et al., 1996; Ninan and
Arancio, 2004).
La PI3K intervient également dans la potentialisation présynaptique en augmentant le
nombre de « vésicules prêtes à fusionner ». Cet effet fait intervenir la synapsine I, mais il est
indépendant de sa phosphorylation. La PI3K interagit avec le domaine SH3 de la synapsine I
et cette interaction permet le recrutement des VS à la membrane présynaptique (Cousin et
al., 2003).
La LTP des fibres moussues a une expression présynaptique et nécessite l’activation
de la PKA (Lonart et al., 2003). Plusieurs protéines présynaptiques intervenant à différents
niveaux du cycle d’exo-endocytose des VS sont phosphorylées par la PKA (Evans and
Morgan, 2003). Mais, la protéine présynaptique RIM1α  est un substrat de la PKA
particulièrement important pour la LTP des fibres moussues (Lonart et al., 2003). Le
mécanisme moléculaire dépendant de la phosphorylation de RIM1α, à l’origine de la LTP
des fibres moussues n’est pas encore établi. Néanmoins, RIM1α est une protéine du
cytosquelette associé à la zone active interagissant avec Rab3 et ces protéines interviennent
dans le recrutement des VS à la membrane présynaptique. La phosphorylation de RIM1α
pourrait donc augmenter le nombre de « vésicules prêtes à fusionner ».
La protéine SNAP-25 est un autre substrat de la PKA qui intervient dans l’ancrage et
l’amorçage des VS. SNAP-25 est phosphorylée par la PKA au niveau de la sérine 138 et
cette phosphorylation entraîne une augmentation du nombre de « vésicules prêtes à
fusionner » (Nagy et al., 2004). D’une façon similaire à RIM1α, la phosphorylation de SNAP-
25 par la PKA contribue donc à la potentialisation présynaptique en augmentant le nombre
de VS disponibles pour la fusion et donc les capacités d’exocytose.
La PKC est également un effecteur important de la potentialisation présynaptique. La
stimulation de la PKC par les esters de phorbol entraîne en effet une très nette augmentation
du relargage de neurotransmetteurs (Lou et al., 2005; Malenka et al., 1986). Nous verrons
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par la suite que certaines effets des esters de phorbol sur la potentialisation présynaptique
sont indépendants de la PKC (Rhee et al., 2002). Cependant, le blocage de la PKC bloque
lapotentialisation présynaptique indiquant que la PKC est bien un effecteur important (Smith,
1999). L’activation de la PKC provoque une augmentation du recrutement de « vésicules
prêtes à fusionner » (Stevens and Sullivan, 1998). Les substrats suivants de la PKC sont
impliqués dans le recrutement des VS.
Le premier substrat est MARCKS (protéine myristoylée riche en alanine et substrat de
la kinase C). MARCKS est un substrat majeur de la PKC, exprimé dans de nombreux types
cellulaires, dont les neurones. Lorsqu’elle est non phosphorylée, MARCKS est associée de
façon stable avec les lipides membranaires de la membrane plasmique et des VS. Elle est
de plus associée avec les filaments d’actine et stabiliserait le cytosquelette présynaptique.
Sous forme non phosphorylée, MARCKS peut donc empêcher la mobilisation d’une partie
des VS qui sont maintenues dans la population de « vésicules au repos ». Lorsqu’elle est
phosphorylée par la PKC, l’ajout de la charge négative dissocie MARCKS des membranes
lipidiques et des filaments d’actine (McNamara et al., 2005). La phosphorylation de MARCKS
conduit également à une dépolymérisation des filaments d’actine décrite dans les cellules
chromaffines (Rose et al., 2001). Les VS qui étaient retenues dans la population de
« vésicules eu repos » peuvent donc avoir accès à la membrane présynaptique. Ces
résultats suggèrent que la phosphorylation de MARCKS est l’un des mécanismes par
lesquels la PKC stimule le recrutement des VS. En effet, l’injection d’un peptide
correspondant au site de phosphorylation de MARCKS bloque la phosphorylation de
MARCKS et inhibe la stimulation du relargage de catécholamines dépendant de la PKC dans
les cellules chromaffines. De plus, le traitement de neurones avec des esters de phorbol
entraîne une augmentation du nombre de « vésicules prêtes à fusionner » qui s’accompagne
d’une augmentation de la phosphorylation de MARCKS  (Rose et al., 2001).
Le deuxième substrat de la PKC impliqué dans le recrutement des VS est la protéine
SNAP-25. En plus de la phosphorylation par la PKA au niveau de la sérine 138, SNAP-25
est phosphorylée par la PKC au niveau de la sérine 187 suite à l’influx de Ca2+. Des
mutations mimant la phosphorylation de SNAP-25 au niveau de cet acide aminé
(serine/glutamate ou serine/apsartate), accélèrent le recrutement des VS (Nagy et al., 2002).
La phosphorylation de SNAP-25 par la PKA et par la PKC ont donc des effets proches. Plus
précisément, la phosphorylation par la PKA contrôle la taille de la population de « vésicules
synaptiques qui recyclent », alors que la phosphorylation par la PKC accélère le
renouvellement de cette population une fois que les VS ont fusionné.
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Régulation de la fusion membranaire des VS
La fusion membranaire des VS est sous la dépendance de la formation d’un
complexe protéique ternaire formé de trois protéines SNARE. La phosphorylation des
protéines Munc18 et snapine stimule la formation du complexe SNARE et augmente ainsi
l’exocytose des VS.
La PKC participe au contrôle de la fusion membranaire en phosphorylant la protéine
Munc18 qui se détache alors de la syntaxine (Barclay et al., 2003; Craig et al., 2003). La
phosphorylation de Munc18 par la PKC favorise l’exocytose et contribue donc à la
potentialisation présynaptique, en parallèle de l’effet de la PKC sur la phosphorylation de
MARCKS et le recrutement des VS. Nous avons vu que les esters de phorbol augmentent le
recrutement des VS. Ils favorisent également la fusion membranaire en stimulant la PKC et
la phosphorylation de Munc18 (Craig et al., 2003). Cependant, la potentialisation de la fusion
membranaire par les esters de phorbol n’est pas entièrement due à la stimulation de la PKC.
En effet, les esters de phorbol peuvent se fixer directement sur la protéine Munc13 sans
l’intervention de la PKC. Munc13 est alors activée et elle stimule l’exocytose des VS (Rhee
et al., 2002). Le mécanisme d’action proposé suggère que la protéine Munc13 activée
provoque la séparation entre Munc18 et la syntaxine (Galli and Haucke, 2004).
La protéine présynaptique snapine interagit avec les protéines du complexe SNARE
et est phosphorylée par la PKA. Sa phosphorylation augmente fortement son affinité pour la
protéine SNAP-25 et conduit à un renforcement de la liaison de la synaptotagmine I (Syt I)
au complexe SNARE. Par ce mécanisme, la phosphorylation de snapine par la PKA
augmente la probabilité d’exocytose et la libération de neurotransmetteurs (Thakur et al.,
2004).
Endocytose des VS
Le relargage de neurotransmetteur est également dépendant de l’endocytose des
VS. En effet, l’endocytose permet de réutiliser des VS qui ont fusionné pour un autre cycle
d’exocytose. Lorsque l’exocytose augmente, l’endocytose doit donc augmenter en parallèle
afin de libérer la zone active et de maintenir un nombre suffisant de VS. Il est intéressant de
noter que le messager rétrograde NO produit au niveau postsynaptique stimule l’endocytose
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des VS au niveau présynaptique suite à l’induction de LTP dépendant des récepteurs NMDA
(Micheva et al., 2003).
L’endocytose des VS est régulée par le niveau de phosphorylation de plusieurs
protéines, dont la dynamine I. La dynamine I est phosphorylée par la PKC et par la protéine
kinase 5 dépendant des cyclines (Cdk5). Sa phosphorylation est cyclique : la dynamine est
en effet déphosphorylée par la phosphatase calcineurine suite à l’influx de Ca2+ au niveau
présynaptique. La déphosphorylation de la dynamine est nécessaire pour l’endocytose des
VS. Lorsque la VS est internalisée, il faut que la dynamine soit phosphorylée à nouveau pour
qu’elle puisse être utilisée pour un autre cycle d’endocytose (Tan et al., 2003).
Conclusions
La phosphorylation des protéines présynaptiques conduit à une augmentation du
recyclage des VS. Les substrats présentés ici ne permettent cependant pas d’expliquer tous
les effets des protéines kinases sur la libération de neurotransmetteurs (Tableau 6). Il existe
en effet d’autres protéines phosphorylées, dont l’effet n’est pas encore bien décrit.
De plus, il est important de rappeler que la phosphorylation ne conduit pas toujours à
une augmentation de l’exocytose des VS. En effet, la phosphorylation de la protéine CSP par
la PKA entraîne une inhibition de la formation du complexe SNARE. La situation est donc
complexe puisque c’est l’effet inverse de la phosphorylation de la snapine par la PKA (Evans
and Morgan, 2003).
D’une façon générale, on peut cependant dire que l’activation des protéines kinases
présentées ci-dessus conduit à une augmentation de la libération de neurotransmetteurs.
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Figure 12 : Description du virus de Borna comme “le virus qui rend triste” avec
l’allégorie de la folie.
D’après le journal Die Zeit, 1999.
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II. Le virus de la maladie de Borna
A. Introduction
Dès le XVIIIème siècle, certains des traités de médecine vétérinaire allemands font
référence à une maladie neurologique affectant de manière sporadique les chevaux et les
moutons du sud-ouest de l’Allemagne, dans la ville de Borna (Von Sind 1781). Ce n’est
qu’un siècle plus tard, en 1895, que l’étiologie infectieuse de cette maladie fut reconnue, à
l’occasion d’une épidémie (Figure 11). Cette dernière touche les chevaux d’un régiment de
cavalerie allemande aux environs de la ville de Borna (Ludwig and Bode 2000). L’agent
étiologique sera finalement identifié et appelé virus de Borna ou Bornavirus (Borna Disease
Virus ou BDV en anglais).
Les analyse moléculaires ont permis de démontrer que le Bornavirus est un virus
enveloppé à ARN simple brin non segmenté, de polarité négative, qui appartient à l’ordre
des Mononegavirales (Briese, Schneemann et al. 1994; Cubitt and de la Torre 1994). Il fait
donc partie du même groupe que les virus de la stomatite vésiculeuse et de la rage
(Rhabdoviridae), le virus de la rougeole (Paramyxoviridae), et les virus d’Ebola et de
Marburg (Filoviridae). Contrairement aux autres Mononegavirales (MNV), le Bornavirus
effectue sa réplication et sa transcription dans le noyau cellulaire, et a donc été classé dans
une nouvelle famille : les Bornaviridae (Figure 12). C’est un virus ayant un tropisme
préférentiel pour les neurones et qui persiste dans les cellules sans destruction associée. Il
n’est jamais retrouvé dans le sang des hôtes infectés (Wolff, Heins et al. 2006), ce qui rend
sa détection difficile.
La distribution du virus semble être mondiale, même si le foyer principal d’infection
est situé en Europe Centrale (Ludwig and Bode 2000; Dauphin, Legay et al. 2002). Le virus
a été également détecté au Brésil (Miranda, Nunes et al. 2006), au Japon, en Finlande
(Kinnunen, Billich et al. 2007). Les mécanismes de la transmission du BDV n’ont pas encore
été élucidés. Dans les élevages, le BDV peut infecter des animaux en contact les uns avec
les autres de manière prolongée. Dans certaines conditions de persistance du BDV, de
faibles quantités de virus sont détectées dans les urines, favorisant le passage horizontal du
virus (Sauder and Staeheli 2003).
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Figure 13 : Représentation schématique d’une particule de Bornavirus.
Génome ARN. Nucléoprotéine (N), phosphoprotéine (P), protéine (X), matrice (M),
glycoprotéine (G) polymérase virale (L).
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La transmission materno-foetale a été démontrée dans de rares cas (Okamoto, Hagiwara et
al. 2003).
Les manifestations cliniques du BDV restent sporadiques malgré la présence
endémique du virus dans certaines régions dans des élevages de chevaux ou de moutons.
Le BDV a un spectre d’hôte très large. Des infections naturelles ont été mises en
évidence dans un grand nombre d’espèces animales mammifères, parmi lesquelles les
chevaux, les moutons, le chat, le chien, et plus récemment le macaque (Hagiwara, Tsuge et
al. 2008) et les rongeurs sauvages. Par ailleurs, des infections expérimentales ont été
réalisées dans de très nombreuses espèces de vertébrés, allant du poulet au macaque
rhésus en passant par la souris et le rat (Ludwig and Bode 2000). In vitro, le virus est
capable d’infecter et de se répliquer dans un grand nombre de lignées cellulaires neuronales
et non neuronales. Des études rapportent régulièrement des cas d’infections humaines (de
la Torre, Bode et al. 1996; de la Torre, Gonzalez-Dunia et al. 1996). Le BDV a été isolé à
partir de cerveaux de patients atteints de troubles psychiatriques. Il est à ce jour impossible
d’établir un lien de causalité entre l’infection par le Bornavirus et les maladies psychiatriques
humaines comme la schizophrénie, les syndromes bipolaires ou encore l’autisme, ceci car
aucun test de diagnostique utilisable facilement chez l’homme et vraiment fiable n’existe
(Chalmers, Thomas et al. 2005).
Dans tous les cas, le BDV est responsable d’une infection du système nerveux
central et peut causer des signes cliniques extrêmement variés. L’infection peut le plus
souvent passer inaperçue et rester asymptomatique, ou peut conduire à des symptômes
allant de troubles du comportement divers à une méningo-encéphalite mortelle. L’expression
clinique de la maladie dépend de l’espèce considérée, mais varie également en fonction de
l’âge, et du statut immunitaire de l’hôte (Ludwig and Bode 2000).
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Figure 14 : Organisation génomique du Bornavirus
Les positions approximatives des phases ouvertes de lectures correspondant aux différentes
protéines du BDV sont indiquées en haut de la figure. Les séquences signal d'initiation et de
terminaison de la transcription sont indiquées par les symboles S et T. Les séquences
donneuses et acceptrices d'épissage sont indiquées par le symboles SD et SA. ESS fait
référence à un signal putatif suppresseur d'épissage. La numérotation des différentes
séquences signal (indiquée entre parenthèses) est indiquée par rapport à l'antigénome. Les
ARN subgénomiques produits lors de la transcription virale sont indiqués au bas de la figure.
Les positions des trois introns (I, II, III) sont également indiquées (Tomonaga, Kobayashi et
al. 2002) .
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B. Le génome du Bornavirus
1. Organisation génomique
Le génome du Bornavirus est constitué d’une molécule simple brin d’ARN non
segmenté, de polarité négative, d’environ 8.9 kb. C’est le génome le plus compact dans
l’ordre des Mononegavirales. Il sert de matrice pour la synthèse d’ARN selon deux procédés
distincts : la transcription pour générer des ARNm, et la réplication du génome via la
production d’un anti-génome de polarité positive servant de support pour la génération de
génomes de polarité négative.
L’organisation génomique du virus de Borna est similaire à celle des autres
Mononegavirales (Briese, Schneemann et al. 1994). Au moins six transcrits sont codés par
le génome du BDV (Figure x). En partant de l’extrémité 3’ du génome, les transcrits codent
dans l’ordre pour la nucléoprotéine p38/p40 (BDV-N) et la phosphoprotéine p24/p16 (BDV-
P), constituants majeurs de la nucléocapside. Un cadre de lecture compris dans celui de la
protéine P code pour la protéine p10 (BDV-X). Ensuite viennent la protéine de matrice gp18
(BDV-M), la glycoprotéine d’enveloppe gp94/gp84 (BDV-G) et l’ARN polymérase ARN
dépendante p190 (BDV-L). Un septième transcrit a été identifié et il coderait pour p165, une
isoforme de la polymérase L (Figure 13).
De façon remarquable comparé aux autres MNV, le Bornavirus présente une grande
stabilité génomique. L’analyse de séquences de Bornavirus isolés de différentes espèces
animales et de différentes zones géographiques révèle un grand degré de conservation de
séquences (Rott and Becht 1995; Staeheli, Sauder et al. 2000; Pleschka, Staeheli et al.
2001; Richt and Rott 2001; Ikuta, Hagiwara et al. 2002). Cette caractéristique suggère
l’existence d’espèces réservoirs dans lesquelles le virus serait retrouvé préférentiellement,
pour lesquelles le virus aurait évolué et atteint une adaptation optimale. Les autres espèces
seraient ensuite infectées de façon sporadique par ces réservoirs, ce qui expliquerait la
stabilité génomique du Bornavirus. La musaraigne Crocidura Leucodon, pourrait être un de
ces réservoirs, selon une étude récemment menée en Suisse.
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2. Chevauchement des unités de transcription et épissage
La transcription du génome commence au nucléotide +44 à l’extrémité 3’ de l’ARN
génomique. Les ARN ainsi transcrits par la polymérase virale sont de polarité positive et
correspondent donc à des ARNm subgénomiques polyadénylés, qui peuvent être traduits
par la machinerie cellulaire. Trois signaux d’initiation de la transcription (S1-S3) et cinq
signaux de terminaisons (T1-T4 et t6) sont présents sur le génome (Figure 13) (Tomonaga,
Kobayashi et al. 2002; Schneider 2005). Les limites entre les unités de transcription ne sont
pas aussi bien définies que chez les autres Mononegav i ra les . En effet, des
chevauchements entre les sites de terminaison et le site d'initiation de la transcription du
messager suivant sont présents dans le génome du BDV. Ainsi, le signal d'initiation de la
transcription (S2) du second transcrit est localisé 18 nucléotides en amont du site de
terminaison (T1) du premier transcrit. De plus, le second signal de terminaison (T2) est
complètement englobé dans le troisième signal d'initiation (S3) (Figure 13). Ce
chevauchement des unités de transcription est particulier au BDV. Il implique un
franchissement des sites de terminaison lors de la transcription de certains ARN
subgénomiques, comme par exemple le franchissement des sites de terminaisons T3 et t6,
indispensable pour la transcription de l’ARNm correspondant à la protéine L (Figure 13).
Les transcrits initiés au site S3 peuvent de plus subir un épissage alternatif par la
machinerie cellulaire présente dans le noyau (Cubitt, Oldstone et al. 1994; Schneider,
Schneemann et al. 1994; Tomonaga, Kobayashi et al. 2000). Le génome contient deux sites
donneurs d'épissage (SD1 et SD2) et trois sites accepteurs d'épissage (SA1, SA2 et SA3).
Trois introns ont été décrits dans le génome du BDV, ils sont notés I, II et III (Figure 13). Les
transcrits qui conservent l'intron I sont utilisés pour traduire la protéine M, et ceux qui
conservent l'intron II codent pour la protéine G. Les transcrits ne possédant pas les deux
introns servent de messager pour la protéine L. D'autre part, les transcrits issus de
l'épissage de l'intron III pourraient donner naissance à une protéine p165, une isoforme de
la protéine L. Il est intéressant de noter que L et p165 proviendrait dans ce cas d’un
épissage alternatif, avec un site donneur SD2 identique et deux sites accepteurs SA2 et
SA3 utilisés alternativement (Tomonaga, Kobayashi et al. 2000). Cependant l’existence de
cet intron III est remise en question car la protéine p165 n'a pas encore été détectée dans
des cellules infectées en culture. De plus, la souche No98 ne possède pas le site accepteur
SA3 (Pleschka, Staeheli et al. 2001).
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L’utilisation de l’épissage et du chevauchements des unités de transcription permet
d’exprimer au moins six transcrits à partir d’un génome de taille réduite par rapport aux
autres Mononegavirales (Figure 13).
3. La génétique inverse
L’étude des mécanismes de la transcription et de la réplication des Mononegavirales
a longtemps été une tâche difficile du fait de la nature ribonucléique du génome de ces virus.
En effet, l’ARN nu des Mononegavirales n’est pas infectieux, et doit être encapsidé sous la
forme d’une RNP. La polymérase virale doit également être exprimée dans la cellule (Perez,
Sanchez et al. 2003; Schneider, Naegele et al. 2003). Pour étudier ces phénomènes, il est
donc nécessaire d’exprimer dans la même cellule l’ARN viral, la polymérase virale ainsi que
les protéines entrant dans la composition de la RNP. Les systèmes de génétique inverse
développés ces dernières années pour étudier ces mécanismes ont permis d’important
progrès dans la compréhension des mécanismes de réplication et de transcription des
Mononegavirales ainsi que des voies de régulation.
De façon générale, la première étape de ces études passe par le développement
d’un système de minigénome ou miniréplicon. Il s’agit d’une reconstitution d’un système de
réplication  avec gène rapporteur. Cela consiste à exprimer sous forme d’ADNc la séquence
la plus élémentaire du génome viral, c’est-à-dire celle des régions promotrices et régulatrices
de la réplication virale présentes normalement aux extrémités du génome. La séquence d’un
gène rapporteur est intercalée entre ces séquences. Les protéines virales indispensables à
la réplication virale doivent par ailleurs être apportées par transcomplémentation, grâce à la
transfection des vecteurs d’expression de ces protéines en addition au plasmide porteur du
minigénome. Le système du minigénome vise à analyser les modalités de la réplication et de
la transcription. Une meilleure compréhension de ces mécanismes permet ensuite de passer
à des systèmes d’expression du génome complet recombinant du virus à la place du
minigénome.
Dans le cas du BDV la complexité de l’organisation du génome rendait la tâche
encore plus ardue. D’abord, il existait une incertitude sur les extrémités génomiques du BDV.
En effet, dans les cellules infectées, on retrouve à la fois un génome aux extrémités
complémentaires, comme pour les autres MNV, mais aussi un génome présentant une
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Figure 15 : Principe des constructions de génétique inverse utilisées pour l’étude du
Bornavirus.
(A) Construction de type minigénome à gène rapporteur de la chloramphénicol acétyl
transférase (CAT). Sont représentées les formes sens (S) et antisens (AS) de la construction
ainsi que les régions non codantes notées NCR, et les séquences de promotion et de
terminaison de la transcription par le système cellulaire. Les régions d’initiation et de
terminaison de la transcription du génome du BDV sont notées GS et GE respectivement.
(B) Principe de préparation de virus recombinants après transfection des vecteurs
d’expression des protéines virales et du génome viral complet dans les cellules productrices.
D’après (de la Torre 2006)
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troncation des quatre dernières bases en 5’. Ensuite, la composition protéique précise de la
RNP de Borna présentait une incertitude. Il existe en effet plusieurs isoformes de N, de P, et
de L, menant à une impressionnante variété de RNP possibles. Ceci suggère que différentes
formes de RNP existent, présentant des activités transcriptionnelles différentes. Non
seulement la composition de la RNP, mais aussi la stoechiométrie de ses composants est
impliquée dans la régulation du cycle du BDV. A la fois in vitro et in vivo, on détecte des
différences dans le ratio N/P entre la phase d’infection aiguë, et la phase persistante
(Watanabe, Zhong et al. 2000). De plus, des études ont montré que l’expression transitoire
de P inhibait la propagation du virus de Borna dans des cellules Vero (Geib, Sauder et al.
2003).
Construction du minigénome du BDV :
Dans le cas du BDV, le miniréplicon est constitué d’un plasmide contenant une
séquence d’ADNc flanquée des signaux d’initiation de transcription et de terminaison
reconnus par la polymérase virale, ainsi que les régions non codantes en 5’ et 3’ retrouvées
aux extrémités du génome du BDV (Perez, Sanchez et al. 2003; Schneider, Naegele et al.
2003). L’ADNc correspond à un gène rapporteur comme la CAT ou la luciférase, disposé en
antisens dans le plasmide. La construction est également flanquée de signaux 5’ et 3’ de
promotion et de terminaison de transcription reconnus par la polymérase cellulaire utilisée.
Plusieurs systèmes de polymérase cellulaire existent. A l’issue d’une première étape de
transcription, le minigénome est produit sous forme d’ARN. La nécessité d’obtenir des
extrémités précises pour cet ARN détermine l’ajout de séquences d’ajustement reconnues
par les ribozymes cellulaires. La réplication de cet ARN dépend ensuite du complexe
polymérase viral, qui est exprimé à partir des plasmides codant chacun pour la L, la N et la
P/X. L’expression transcomplémentaire des protéines N, P/X, et L est permise par la
transfection de vecteurs d’expression de chacun de ces transcrits sous la dépendance d’un
promoteur cellulaire donné (Figure 14).
Ce système permet d’étudier les facteurs de régulation de la transcription par la
polymérase virale, grâce à l’accès à l’expression quantitative de la CAT.
Production de virus recombinants du BDV :
A la place d’un minigénome, la totalité du génome du BDV a été transformé en antigénome
d’ADN plasmidique exprimé sous le contrôle de la T7-polymérase (Schneider 2005).
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Figure 16 : Le cycle viral du Bornavirus
La réplication et la transcription du BDV sont nucléaires. Le site d’assemblage des virions
reste à ce jour inconnu. Sur ce schéma sont représentées les protéines virales suivantes : la
Nucléoprotéine N, la Phosphoprotéine P, la Polymérase L, les différentes formes de
maturation de la glycoprotéine (gp84, gp43), la ribonucléoparticule (RNP).
D’après (de la Torre 2006)
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Le plasmide ainsi généré est transfecté accompagné des 3 plasmides codant pour les
protéines L, N et P (sous le contrôle d’une polymérase cellulaire) dans des cellules qui
produiront le virus recombinant. Ainsi cet antigénome est transcrit en ARN antigénomique du
virus puis la polymérase L procède à la réplication virale productrice d’ARN génomiques
viraux et à sa transcription, exprimant de nouvelles protéines virales avec des niveaux
d’expression correspondant à ceux qui sont retrouvés lors de l’infection naturelle. Les
cellules productrices génèrent de nouvelles particules virales recombinantes et infectieuses
qui peuvent être collectées et qui peuvent infecter les cellules cibles pour l’étude des effets
de l’infection sur le phénotype cellulaire (Figure 14).
C. Le cycle viral
1. Adsorption du virus et entrée
Le Bornavirus pénètre dans la cellule par endocytose médiée par un récepteur, qui
est à ce jour non identifé (Gonzalez-Dunia, Cubitt et al. 1998). C’est la glycoprotéine du virus
(BDV-GP) qui est reconnue par le récepteur de la cellule hôte.
Après l’entrée du virus, les vésicules d’endocytose contenant les particules virales
sont prises en charge par le système endosomal cellulaire. Le compartiment acide de
l’endosome tardif induit un changement de conformation de la BDV-GP, qui est nécessaire
pour la fusion entre la membrane virale et la membrane de l’endosome. Il y a ainsi relargage
de la RNP dans le cytoplasme cellulaire (Figure 15).
Outre les molécules de surface servant de récepteurs viraux, de nombreux facteurs
cellulaires, y compris non-protéiques, peuvent influencer l’entrée d’un virus. Il a ainsi été
montré récemment que la présence de cholesterol dans la membrane cellulaire mais aussi
virale était primordiale pour l’étape précoce d’entrée du virus dans la cellule. Il est probable
que le virus, après attachement à la cellule cible, se dirige vers les radeaux lipidiques
contenant du cholesterol, pour être ensuite endocyté (Clemente, de Parseval et al. 2009).
Il a été estimé que le temps entre l’entrée du Bornavirus dans la cellule cible et le
relargage de la RNP dans le cytoplasme cellulaire était approximativement de 60 minutes
(Clemente, de Parseval et al. 2009).
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2. Transcription et réplication
a. transcription
Le Bornavirus est le seul membre de la famille des Mononegavirales qui ait un site de
transcription et de réplication nucléaire. Après l’entrée du virus et le relargage des RNP, ces
dernières sont transportées du cytoplasme jusqu’au noyau par un mécanisme à ce jour
inconnu.
Comme pour les autres Mononegavirales, il existe un gradient de transcription avec
un niveau de transcription décroissant de 3’ en 5’, mais ce gradient de transcription est
moins prononcé pour le BDV que pour les autres MNV (Schneider 2005). Le gradient de
transcription résulte du fait que la transcription débute toujours en 3’ du génome à partir d’un
promoteur unique. Lorsque la polymérase virale atteint le signal de terminaison, elle finit la
transcription de la première unité qui est polyadénylée. Ensuite, la polymérase virale peut
rester fixée au génome viral et continuer la transcription en débutant au signal d’initiation
suivant. Mais elle peut aussi directement se décrocher du génome. Si elle se décroche, elle
doit obligatoirement recommencer la transcription avec la première unité en 3’ du génome.
Ainsi, plus l’unité de transcription est éloignée de l’extrémité 3’ du génome, plus la
polymérase a de chances de se décrocher. Il en résulte que les transcrits situés le plus en 3’
sont plus fréquents dans les cellules infectées et qu’un gradient décroissant est créé de 3’ en
5’. La présence des chevauchements de cadre de lecture explique peut-être pourquoi le
gradient transcriptionnel de 3’ en 5’ est moins net chez le BDV que chez les autres
Mononegavirales.
Les propriétés originales du génome du BDV conduisent à l’utilisation d’autres
mécanismes de régulation de la transcription.
Le premier mécanisme est la transcription ininterrompue (en anglais
« readthrough transcription »). Dans ce cas, la polymérase ignore le signal de terminaison et
continue la transcription de l’unité suivante. La transcription ininterrompue a par exemple lieu
au niveau du signal T2 avec une faible fréquence et elle produit un ARNm compris entre S2
et T3. Ce transcrit sert probablement de matrice de traduction supplémentaire pour les
protéines P et X. Les transcrits commençant en S3 peuvent aussi subir une transcription
ininterrompue et se terminer en T4 (Figure 13). Le saut du signal de terminaison T3 a lieu
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dans environ 5 % des cas et le transcrit compris entre S3 et T4 sert de matrice pour la
traduction de la protéine L (Schneider 2005).
Le deuxième mécanisme est dépendant de l’efficacité d’épissage. En effet, tous les
transcrits débutant au signal S3 contiennent plusieurs introns. L’épissage va donc déterminer
la proportion de transcrits d’ARN prémessagers qui vont former alternativement les ARNm
pour la protéine M (pas d’épissage), pour la protéine G (épissage de l’intron I) et pour la
protéine L (épissage des introns I et II). Le mécanisme de régulation de l’épissage est
encore inconnu (Schneider 2005).
b. réplication
Dans un second temps, la polymérase néosynthétisée réplique l’ARN génomique
viral, de façon continue en un ARN "antigénomique" complet de polarité positive, l’initiation
se faisant au niveau de l'extrémité 3’. En effet, en présence de protéines de nucléocapside N
des protéines P, cette enzyme forme un complexe de réplication qui, contrairement à celui
de la première phase, ignore les sites de terminaison de la transcription situés au niveau des
régions intergéniques. Enfin l’ARN positif néosynthétisé sert de matrice pour la synthèse de
nouveaux génomes viraux de polarité négative, destinés à être encapsidés.
Chez les Mononegavirales, la synthèse du génome et de l’antigénome est initiée au
niveau des séquences du promoteur, en 5’ du génome et en 3’ de l’antigénome. Ces
promoteurs sont constitués de séquences inversées répétées (ITR en anglais), et présentent
une forte complémentarité de séquence. Cette complémentarité de séquence permet la
formation de structure en « pan-handle », qui garantie le maintien de l’information génétique
au cours de la réplication.
Le Bornavirus se distingue là encore des autres Mononegavirales. En effet, il existe
une hétérogénéité de séquence des extrémités 3’ et 5’, avec une complémentarité
incomplète et quatre nucléotides non appariés en 3’. Grâce à la technique de génétique
inverse, Schneider et al. ont construit deux versions du génome, l’une dite complète (rBDVc),
et l’autre dite incomplète (rBDVnc), qui ne diffèrent que par la présence de quatre résidus
supplémentaires en 3’ pour rBDVc. La dissémination du rBDVnc est très ralentie comparée
au rBDVc ou à une souche contrôle He/80. De plus, par séquençage des ARN viraux
obtenus dans les cultures infectées  par le virus rBDVc au génome complet, on obtient
principalement du virus à l’extrémité tronquée, ce qui démontre clairement que le mécanisme
de troncation est un événement actif. La quantité d’ARN ou de protéine produite ne diffère
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Figure 17 : Modèles proposés de synthèse de l’extrémité 3' asymétrique du génome
du BDV en l’absence de matrice génomique à extrémités complémentaires.
D’après (Schneider, Schwemmle et al. 2005)
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pas entre les deux virus recombinants, indiquant que c’est le pouvoir infectieux qui est
affecté dans le rBDVnc.
Ces observations ont mené à un modèle où le Bornavirus tronque de façon active
son extrémité 5’. Dans ce modèle, la production d’ARN messager pour la synthèse de
protéines virales est très efficace, à partir des deux formes génomiques, tronquées ou non
en 5’. Par contre, la réplication n’est efficace que pour la production de génome tronqué à
partir de génome complet. Cela explique pourquoi la probabilité de trouver du génome entier
dans la cellule est faible, et pourquoi dans des cellules infectées de façon persistante les
titres viraux sont si faibles alors que la production d’ARNm et de protéines virales est si
importante. La persistance à long terme dans le système nerveux central est probablement
facilitée par une activité de réplication virale faible (Figure 16).
3. Assemblage, relargage et dissemination
Le lieu d’assemblage et de maturation du BDV n’a pas encore été déterminé. La
propagation du virus dans le cerveau est ensuite relativement rapide, mais on ne détecte pas
de particules virales. Dans des temps plus tardifs d’infection, les astrocytes et d’autres
populations cellulaires non neuronales contiennent des antigènes viraux (Stitz, Noske et al.
1998). Ces observations ont conduit à émettre l’hypothèse selon laquelle le virus pourrait
disséminer selon un mécanisme récepteur indépendant. Clemente et al. ont confirmé cette
hypothèse, et ils ont aussi prouvé que la maturation de BDV-GP par la furine cellulaire n’était
pas nécessaire à la propagation du Bornavirus (Clemente and de la Torre 2007).
Il est vraisemblable que le Bornavirus infecte en premier lieu une population
spécifique de neurones du système nerveux central, par un mécanisme récepteur
dépendant. Sa propagation au reste du cerveau se ferait ensuite par une dissémination
virale de cellule à cellule ne nécessitant plus la présence de ce récepteur à la surface des
cellules cibles.
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Figure 18 : Diagramme représentant la structure tri-dimensionnelle de la BDV-N.
A. Structure tri-dimensionnelle de la BDV-N ; B. Comparaison du site de liaison à l’ARN de la
nucléoprotéine du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-N) et et celui de la BDV-N
D’après (Luo, Green et al. 2007)
A
B
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D. Les protéines virales
1. La Nucléoprotéine : BDV-N
La première phase ouverte de lecture code pour la nucléoprotéine BDV-N, la protéine
virale la plus abondamment exprimée. Elle s’associe principalement à la protéine BDV-P,
mais aussi aux protéines virales BDV-X et BDV-L,  pour former avec l’ARN génomique viral
les complexes ribonucléoprotéiques viraux (RNP) (Figure 17).
L’initiation de la traduction de la protéine BDV-N peut avoir lieu au niveau de deux
AUG distants de 13 acides aminés (Pyper and Gartner 1997; Tomonaga, Kobayashi et al.
2002). Il en résulte la synthèse de deux isoformes de la protéine N, l’une d’un poids
moléculaire de 40 kDa et l’autre de 38 kDa. La protéine p38 ne possède pas la séquence de
localisation nucléaire (NLS) 4KRR6, située dans la partie N-terminale de la protéine p40
(Kobayashi, Shoya et al. 1998). Lorsqu’elles sont exprimées isolément, la p38 s’accumule
dans le cytoplasme, alors que la p40 est localisée dans le noyau. Ces deux isoformes
possèdent également une séquence canonique riche en leucines qui constitue un signal
d’export nucléaire (NES) reconnu par l’exportine CRM1 (chromosome region maintenance
protein 1) (Figure 18). De façon intéressante, la protéine P interagit avec la protéine N au
niveau du NES, ce qui bloquerait l’export nucléaire de cette dernière (Tomonaga, Kobayashi
et al. 2002). Les sites de localisation intracellulaire et l’interaction de la protéine N avec la
protéine P suggèrent que la protéine N joue un rôle important dans la localisation nucléaire
et dans le trafic intracellulaire des RNPs.
La structure tri-dimensionnelle de la N des MNV permet de mieux comprendre le
fonctionnement de la RNP. La structure cristallographique de la protéine N du BDV a été la
première des MNV à avoir été résolue. La protéine N s’assemble en tétramères (Rudolph,
Kraus et al. 2003). Les potentiels de surface des tétramères offrent deux sites d’interaction
possibles entre la protéine N et l’ARN viral. L’ARN pourrait être logé dans le cylindre formé
par la cavité présente au milieu de chaque tétramère. Cependant, cette possibilité ne permet
pas l’accès à l’information génétique et impliquerait un désassemblage de la RNP lors de la
réplication et de la transcription. Le deuxième site d’interaction, plus probable, est situé à
l’extérieur des tétramères. Dans ce cas, l’ARN s’enroulerait en hélice autour des tétramères
de protéine N, autorisant l’accès à l’information génétique. Dans le tétramère de protéines N,
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Figure 19 : Carte des motifs identifiés au sein des protéines du BDV.
M1 et M14 pour la N, et M1 et M56 pour la P indiquent les sites d’initiation de la p40 et p38
ou de la P et la P’ respectivement. Sont indiqués les NLS pour signal de localisation
nucléaire, NES pour signal d’export nucléaire, P-Bind pour site d’interaction avec la P, X, N
ou L -Bind pour sites d’interaction avec la X, la N ou la L respectivement. Les sites
d’interaction avec la protéine cellulaire amphotérine (HMGB1), et les sites de
phosphorylation par les kinases  PKCe (PKC), et caséine kinase II (CKII) sont indiqués. Les
domaines des protéines, peptide signal (SIG), domaines transmembranaires (TM), domaines
d’attachement et de fusion (ATT+FUS), et le site de clivage par la furine (Furin) sont notés.
Les motifs conservés de la polymérase L sont indiqués.
D’après (Fields, Knipe et al. 2007).
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la séquence NLS est accessible aux facteurs d’imports nucléaires. En revanche, le site
d’interaction avec la protéine P n’est pas accessible. On peut envisager que la protéine P
induise un changement de conformation des tétramères de N. La topologie de la gorge
accueillant l’ARN est très proche de celle observée pour d’autres virus à ARN comme le
virus de la rage, le virus de la stomatite vésiculaire ou encore le virus Influenza A (Luo,
Green et al. 2007). Alors que les séquences en acides aminés ne partagent pas de
similitudes entre ces virus, les protéines N comportent un ensemble de 5 hélices en région
N-terminale et 3 hélices en région C-terminale conservé entre ces virus. Cette organisation
semble être une constante topologique d’interaction avec l’ARN génomique de ces virus.
La protéine N du BDV interagit avec la protéine Cdc2, une protéine cellulaire
appartenant au complexe Cdc2-cycline B1 (Planz, Pleschka et al. 2003). Ce complexe
intervient dans la régulation de la mitose. L’interaction de la protéine N du BDV avec le
complexe Cdc2-cycline B1 empêcherait la progression du cycle cellulaire et se traduirait en
une diminution de la prolifération cellulaire dans les cellules infectées par le BDV et dans les
cellules transfectées avec la protéine N.
2. La phosphoprotéine : BDV-P
Le transcrit de 0,8 kb est le plus petit du génome viral. Il est bicistronique et code
pour la protéine X de 10 kDa et la protéine P de 24 kDa qui sont également exprimées
abondamment dans les cellules infectées.
La protéine P est un cofacteur essentiel de la polymérase virale et elle est également
un constituant majeur des RNP. Elle interagit avec les protéines N, L, X ainsi qu’avec elle-
même (Figure 18). La protéine P possède deux sites de localisation nucléaire (NLS), formés
de motifs riches en proline, l’un situé dans la partie N-terminale, 29PRPRKIPR36, et l’autre en
C-terminal, 181PPRIYPQLPSAPT193 (Shoya, Kobayashi et al. 1998; Tomonaga, Kobayashi et
al. 2002). Récemment, un signal d’export nucléaire (NES) dépendant de l’export par CRM-1
a été découvert au niveau de l’extrémité C-terminale de la protéine P :
145MKTMMET_MKLMMEK158. Ce NES consiste en une séquence riche en méthionines dont
les mutations en alanine abolissent l’export nucléaire de la protéine P (Figure 18) (Yanai,
Kobayashi et al. 2006). Lorsqu’elle est exprimée seule dans les cellules, la protéine P est
majoritairement nucléaire. En revanche, dans les cellules infectées, elle est initialement
localisée dans le noyau, puis se répartit au cours de l’infection de façon équivalente entre
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cytoplasme et noyau. L’interaction de la protéine X avec la protéine P joue un rôle important
dans le contrôle de la localisation intracellulaire de cette dernière (Kobayashi, Zhang et al.
2003).
Des modèles complexes suggèrent qu’au cours de la réplication virale, l’équilibre
d’expression des protéines P et X pourraient modifier le nombre global de NLS et NES
exprimés par le complexe P-X, et orienter différemment le trafic nucléo-cytoplasmique de ces
deux protéines (Yanai, Kobayashi et al. 2006). La régulation de la traduction différentielle
des protéines P et X à partir de l’ARNm bicistronique participe donc vraissemblablement au
contrôle de la localisation cellulaire de la protéine P.
Le fonctionnement de la P dans la régulation de l’activité polymérase du BDV est à ce
jour encore mal connu. C’est un cofacteur de la polymérase virale comme chez tous les
autres Mononegavirales. Néanmoins, c’est la phosphoprotéine la plus petite au sein de ce
groupe. Dans le cas par exemple du virus de Sendai, le cofacteur P est un homo-oligomère
qui interagit au niveau de chacune de ses sous-unités successivement et alternativement
avec une protéine N ou la polymérase. Au sein de la RNP, elle agit donc comme une « roue
d’engrenage » qui lierait chaque maillon de la chaîne RNP constituée d’une protéine N et
emporterait à chaque tour avec elle la polymérase qu’elle déplacerait le long de la RNP
(Lamb and Kolakofsky 2001). Pour la P du BDV, le domaine de liaison à la N et à la L sont
mutuellement exclusifs. Sachant que la N n’intéragit pas directement avec la L, la protéine P
serait donc le lien entre la N et la L. La structure cristallographique des tétramères de N peut
laisser penser qu’un changement de conformation pourrait permettre l’interaction conjointe
de la P et de la L. L’équilibre entre les formes libres et oligomérisées de la protéine P
constitue le facteur de régulation majeur de l’activité de la polymérase. Le ratio N/P s’est
avéré crucial dans les expériences de minigénome : un ratio très précis de 10 :1 permet un
fonctionnement optimal du complexe de la polymérase. Quand il y a un excès de N, il y a
peu de P libre puisqu’elle s’oligomérise avec la N ou la L, et cela favorise le déplacement du
complexe P-L le long de la RNP (Schneider, Naegele et al. 2003).
La protéine P est très riche en résidus sérine / thréonine. Elle est phosphorylée par la PKCε
au niveau des résidus sérine 26 / 28 et par la caséine kinase II au niveau des résidus sérine
70 / 86 (Schwemmle, De et al. 1997). Mais il s’agit là des protéines kinases principales et
d’autres protéines kinases pourraient également participer à la phosphorylation de la
protéine P. Une autre protéine kinase phosphorylant la protéine P a d’ailleurs été identifiée. Il
s’agit de la protéine kinase 1 liant l’activateur de NF-κB associé au membre de la famille
Traf, plus communément appelée « TANK-binding kinase-1 » ou TBK-1 (Unterstab, Ludwig
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et al. 2005). La P, phosphorylée par TBK-1, entrerait en compétition avec des substrats
endogènes. Cependant, ces résultats ont été obtenus dans des lignées cellulaires, et
attendent une confirmation dans les neurones. Le rôle de la phosphorylation de la protéine P
est encore en cours d’exploration. Récemment, il a été montré que la phosphorylation des
sites par la PKC jouerait un rôle inhibiteur dans l’activité co-transcriptionnelle de la protéine
(Schmid, Mayer et al. 2007). Ceci indique une caractéristique originale de la protéine P du
BDV par rapport à celle d’autres virus du groupe des MNV. Pour ceux-ci en effet, la
phosphorylation de leurs phosphoprotéines régule de manière positive la polymérase virale.
Enfin, en interagissant avec la PKCε, la protéine P inhibe la phosphorylation d’autres
substrats de cette kinase, comme MARCKS ou Munc18 (Volmer, Monnet et al. 2006).
Dans la phase de lecture codant pour la P, une autre protéine de 16 kDa appelée P'
peut être traduite (Kobayashi, Kamitani et al. 2001). P’ est traduite à partir d’un deuxième
codon AUG. Cette protéine est détectée dans les cellules infectées en culture et dans le
cerveau des animaux infectés. Il est intéressant de noter que la protéine P' a perdu les deux
résidus phosphorylés par la protéine kinase Cε mais elle conserve en revanche les sites
phosphorylés par la caséine kinase II. Son étude pourrait permettre de mesurer l’importance
relative de ces sites de phosphorylation dans les fonctions de la protéine.
Enfin, La protéine P interagit avec certaines protéines cellulaires. Une interaction
avec l’amphotérine, aussi bien in vivo que in vitro a été démontré, et elle conduit à l’inhibition
des fonctions de l’amphotérine (Kamitani, Shoya et al. 2001). L’amphotérine est une protéine
cellulaire également appelée HMGB1 qui régule la transcription des gènes cellulaires et qui
est impliquée dans la régulation de la croissance des prolongements neuronaux (Muller,
Scaffidi et al. 2001).
Récemment, une équipe a montré que la phosphoprotéine du Bornavirus interagissait
avec une protéine associée au récepteur à l’acide gamma amino butyrique A (GABARAP)
(Peng, Yan et al. 2008). Dans le système nerveux central, le GABA est l’un des principaux
neurotransmetteurs inhibiteurs, avec la glycine. GABARAP interagit avec d’une part les sous
unités du récepteur au GABA, et d’autre part avec les microtubules. Son rôle principal décrit
pour l’instant est d’interrompre l’adressage des récepteurs GABA à la membrane cellulaire.
La conclusion de ces travaux semble être que la P, en interagissant avec GABARAP,
perturberait la réponse au GABA des neurones.
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3. La protéine X : BDV-X
La protéine X est exprimée à partir de l’ARNm bicistronique qui code aussi pour la P.
Elle a une masse moléculaire de 10 kDa. Elle possède un NLS atypique et lorsqu’elle est
exprimée seule, la protéine X est cytoplasmique et nucléaire. Dans les cellules infectées, X
est présente dans le cytoplasme, mais aussi au niveau de petits points dans le noyau,
caractéristiques des cellules infectées par le BDV, où X semble interagir avec la protéine P
(Wolff, Unterstab et al. 2002). De plus, l’interaction de la protéine X avec P permet de retenir
une partie des protéines P dans le cytoplasme (Kobayashi, Zhang et al. 2003). La protéine X
pourrait intervenir dans la régulation du trafic intracellulaire des RNP. Nous verrons aussi
qu’elle intervient dans le contrôle de l’activité de la polymérase virale (Figure 18).
Dans le noyau, la protéine X intervient dans la régulation de l’activité de la
polymérase, même si elle ne joue pas un rôle essentiel dans la formation du complexe de la
polymérase. Pour mettre en évidence le rôle de la X dans le cycle viral, des mutations
ciblées ont été introduites grâce au système des virus recombinants. Ainsi, une mutation
abolissant l’interaction avec la protéine P, de même qu’une mutation en codon stop du codon
d’initiation de la transcription de la X empêchent toute récupération de virus recombinant
mutés (Poenisch, Wille et al. 2007). La protéine X et son interaction avec la P est donc
essentielle à la production de particules virales. En introduisant une cassette d’expression de
la X en 5’ du génome viral recombinant, et en abolissant son expression par des mutations
en codons stop au niveau du gène original, des virus recombinant sont récupérés, mais
présentent une cinétique d’infection altérée in vitro et in vivo. La X et la P dans ces mutants
étant exprimés à des niveaux inférieurs à ceux des virus sauvages, cela montre que la
balance d’expression de ces deux protéines est primordiale pour le cycle réplicatif du virus
(Poenisch, Wille et al. 2007).
La protéine X est un modulateur négatif de l’activité de la polymérase du BDV. Il a été
longtemps suggéré qu’elle serait médiée par sa capacité à séquestrer la P monomérique au
niveau cytoplasmique (Kobayashi, Zhang et al. 2003). Cela aurait pour conséquence de
limiter la quantité d’oligomères de protéines P nécessaires au fonctionnement de la
polymérase L (Schneider, Blechschmidt et al. 2004). Récemment, cette hypothèse a été
revue. La P possède un NES au niveau d’un domaine riche en méthionine qui se superpose
au domaine d’oligomérisation. En mutant ce domaine, la P se localise au noyau, même en
présence de X fonctionnelle (Yanai, Kobayashi et al. 2006). Cette mutation du NES
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n’engendre pas de modification de l’activité inhibitrice de la protéine X sur le complexe de la
polymérase. Cette activité inhibitrice reposerait donc sur l’association directe de la P avec le
complexe, et non sur le mode de séquestration de la P (Schmid, Mayer et al. 2007). Ainsi,
les complexes X-P-L ou X-P-N pourraient directement interférer avec la formation des
complexes RNP, ou avec le déplacement du complexe P-L. Dans tous les cas, cette
interférence de la protéine X avec la fonction polymérase est conforme avec les données
observées pour d’autres virus. C’est le cas de la protéine M1 du virus de la grippe de type A,
ou de la protéine V du virus de la Rougeole (Schneider, Blechschmidt et al. 2004).
Récemment il a été démontré que la protéine X a un rôle anti-apoptotique. Les
résultats montrent clairement que la X co-localise en grande majorité au niveau des
mitochondries, et que, exprimée seule, elle protège les cellules d’une apoptose dépendante
et indépendante des récepteurs pro-apoptotiques Fas. En bloquant la localisation
mitochondriale de la X, il y a suppression de cet effet anti-apoptotique, à la fois in vitro et in
vivo (Schneider, Blechschmidt et al. 2004).
4. La protéine de Matrice : BDV-M
La protéine de matrice M a une masse moléculaire de 16 kDa (Kraus 2001). Comme
les autres protéines de matrice typiques, M est non glycosylée et est indispensable au
bourgeonnement des particules virales (Kraus, Bogner et al. 2005; Perez and de la Torre
2005). Des données de microscopie électronique suggèrent que la protéine M peut former
des homo-tétramères. Ces tétramères s’assemblent ensuite en structures d’ordre supérieur
qui constituent sous la membrane plasmique une « matrice » bidimensionnelle nécessaire au
recrutement des constituants viraux et à la structure de la particule virale (Kraus, Bogner et
al. 2005). Récemment, la structure tri-dimensionnelle de la M a été résolue, et il a été
démontré que les tétramères de M étaient capables de se lier à l’ARN. La protéine M étant
présente au cours de l’infection dans le cytoplasme et dans le noyau, elle joue
vraisemblablement un rôle dans la formation de la RNP (Neumann, Lieber et al. 2009).
La protéine de matrice du Bornavirus est encore une fois tout à fait originale dans
l’ordre des Mononegavirales comme l’ont montré récemment Chase et al 2007. En règle
générale pour les virus de cet ordre, la protéine M inhibe la transcription. La présence en
quantité importante de M indique que suffisamment de protéines de structures sont
disponibles pour l’assemblage des particules virales. La protéine M du Bornavirus quant à
elle peut se lier à la Phosphoprotéine, mais pas avec la Nucléoprotéine, et elle n’inhibe pas
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la transcription. Le Bornavirus produit comparativement très peu de particules virales, ce qui
pourrait expliquer pourquoi la protéine M ne jouerait pas le rôle de « signal stop » pour la
transcription. Ce mécanisme pourrait être une adaptation du virus à une infection persistante
et non cytolytique, avec peu de relargage de particules virales.
5. La protéine d’enveloppe : BDV-G
Cette glycoprotéine provient de la traduction de l’ORF IV du génome viral, conduisant
à une protéine d’un poids moléculaire prédit de 56kDa. Dans le réticulum endoplasmique de
la cellule, elle est N-glycosylée, et a un poids moléculaire apparent de 84kDa. La maturation
de BDV-GP nécessite une étape de digestion par une endoprotéase cellulaire calcium-
dépendante, la furine (Gonzalez-Dunia, Cubitt et al. 1997). Il y a ainsi génération de deux
peptides : une BDV-GP-C correspondant à la partie C-terminale, et un peptide BDV-GP-N
correspondant à la partie N-terminale. La localisation sub-cellulaire de ces polypeptides ainsi
que leur fonction dans le cycle viral est différente. La grande majorité des protéines G
synthétisées sont accumulées dans le réticulum endoplasmique (Gonzalez-Dunia, Cubitt et
al. 1997), seule la partie BDV-GP-C parvient dans la membrane cellulaire. La partie BDV-
GP-N est suffisante pour la reconnaissance par le récepteur de la cellule hôte, tandis que la
partie BDV-GP-C intervient dans la fusion membranaire dépendante de la baisse du pH,
(Perez, Watanabe et al. 2001).
Malgré des sublocalisations cellulaires différentes, les deux polypeptides de BDV-GP
sont présents dans les particules virales (Gonzalez-Dunia, Cubitt et al. 1997). Cela impose
une difficulté supplémentaire à la production de particules virales, et s’accorderait avec la
stratégie de persistance du BDV, avec très peu de particules virales relarguées, et un
échappement à la réponse immunitaire de l’hôte.
6. La polymérase : BDV-L
L’expression de la polymérase L du BDV est dépendante de l’épissage des introns I
et II qui fusionne un morceau du cadre ouvert de lecture de la protéine G avec le cadre
ouvert de lecture de la protéine L (Walker, Jordan et al. 2000). La polymérase L interagit
avec la protéine P du BDV (Walker, Jordan et al. 2000; Schneider, Naegele et al. 2004). La
polymérase virale correspond à la protéine de 190 kDa, l’autre transcrit codant pour une
protéine de 160 kDa ne correspond pas à une polymérase fonctionnelle (Schneider 2005).
126
127
La réplication et la transcription du génome du BDV ont lieu dans le noyau de la cellule. La
polymérase virale doit donc également être localisée dans le noyau. La séquence
844RVVKLRIAP852 est nécessaire et suffisante pour induire la translocation nucléaire de la
polymérase L exprimée seule et se comporte donc comme un NLS (Walker and Lipkin
2002).
E. Physiopathologie de l’infection par le Bornavirus
1. Infection naturelle
La première description de l’infection par le Bornavirus date du XVIIIème siècle. Un
traité de médecine vétérinaire allemand la présente comme une « maladie inflammatoire de
la tête » (Von Sind 1781).
a. symptômes
L’infection du cheval par le BDV peut conduire à des signes cliniques très variées,
allant d’une maladie aiguë à une absence de symptômes. Il est désormais reconnu que
l’infection est le plus souvent asymptomatique. En effet, des études épidémiologiques
indiquent une prévalence non négligeable du BDV chez les chevaux sains. Au Japon,
l’analyse de coupes de cerveaux indique des taux significatifs de chevaux « sains » porteurs
du virus (Hagiwara, Momiyama et al. 1997).
Cependant, la forme la plus étudiée en médecine vétérinaire est la forme dite
« classique ». Cette forme aiguë est plus grave et peut présenter un danger dans les
élevages de chevaux. De plus, touchant des animaux d’une valeur marchande élevée, elle
entraîne des efforts supplémentaires de diagnostic.
Dans cette forme aiguë, les signes cliniques consistent d’abord en troubles
comportementaux (Richt and Rott 2001). Des problèmes de déglutition, ainsi qu’une
hyperthermie en font également partie. Les troubles nerveux s’aggravent ensuite rapidement
et conduisent soit à une hyperexcitabilité associée à l’agressivité et l’hyperactivité motrice
(syndrome en « hyper »), soit au contraire à la léthargie (syndrome en « hypo »). Des
postures anormales sont alors très souvent observées. Lors de stades plus avancés de la
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maladie, le cheval a la tête renversée et présente une diminution des réflexes spinaux,
associés à une hypoesthésie et à des troubles de la proprioception. Les symptômes suivants
se développent ensuite progressivement : perte d’équilibre, ataxie, bruxisme, dysphagie. Des
convulsions et des comportements de « poussée au mur » peuvent aussi intervenir,
traduisant une augmentation de la pression du liquide céphalo-rachidien.
Au cours de la progression de la maladie, on observe également des torticolis
d’origine nerveuse, ainsi qu’une marche circulaire. La dysphagie s’aggrave également et
peut mener à l’absence totale de prise alimentaire et de boisson. Les chevaux sont souvent
ataxiques, et une paralysie totale est parfois observée. L’issue est fatale dans 80% des cas,
et les chevaux succombent entre une et quatre semaines après la survenue des premiers
symptômes (Durrwald and Ludwig 1997).
En revanche, si l’animal survit à la phase aiguë de la maladie, il se produit un
passage à l’état chronique. La maladie chronique consiste en une dépression associée à
une apathie, de la somnolence et à un comportement craintif. ces troubles comportementaux
persistent alors tout au long de la vie de l’animal (Richt, Pfeuffer et al. 1997).
Il est intéressant de souligner que du virus infectieux peut être isolé à partir des
animaux, même en phase chronique de la maladie, ce qui indique la persistance de
l’infection par le BDV. Les symptômes observés en  phase chronique ne sont donc sans
doute pas uniquement dus aux séquelles de la réponse immunitaire lors de la phase aiguë,
mais aussi au virus lui-même.
b. Lésions histopathologiques
L’infection des chevaux par le BDV conduit à des lésions qui s’étendent au niveau du
système nerveux central et évoluent au cours de la maladie. Le cerveau, la moelle épinière
et la rétine sont les organes principalement touchés. Les lésions en phase aiguë sont
caractéristiques d’une méningo-encéphalite non suppurée avec une infiltration de cellules
mononuclées au niveau cérébral : macrophages, lymphocytes, ainsi que quelques
lymphocytes B et cellules plasmacytoïdes sont détectées. Une astrocytose réactionnelle se
développe également au niveau des régions atteintes par l’inflammation.
Les antigènes viraux peuvent être détectés par analyse immunohistochimique dans
tout le SNC. Le BDV est détecté en particulier au niveau des neurones, de leurs corps
cellulaires, mais aussi de leurs dendrites et axones. D’autres part, les neurones infectés ne
130
131
présentent pas d’altérations morphologiques notables. Les cellules gliales peuvent aussi être
infectées mais de manière moins fréquente que les neurones et plus tardivement au cours
de la maladie. Enfin, les cellules immunitaires infiltrantes et les macrophages ne sont jamais
positives pour la détection du virus.
2. Modèles animaux
L’infection du rat par le BDV présente une grande similitude avec celle rencontrée
dans l’infection de l’hôte naturel. Par conséquent, elle est très utilisée pour étudier les
mécanismes physiopathologiques engagés au cours de l’infection. La rat est une espèce
assez susceptible à l’infection par le BDV. Cependant, toutes les lignées de rats ne
présentent pas la même sensibilité à l’infection (Herzog, Frese et al. 1991). Ainsi, les rats de
la lignée Lewis présentent une plus grande sensibilité à l’infection par le BDV, et de ce fait,
elle est la plus utilisée en laboratoire.
Le type de syndrome observé chez le rat Lewis infecté par le BDV dépend en grande
partie des conditions expérimentales de l’infection.
Ainsi, les rats adultes infectés après 3-4 semaines d’âge développent une méningo-
encéphalite sévère et parfois résolutive. La pathologie observée présente des
caractéristiques très similaires à celles rencontrées lors de l’infection naturelle du cheval,
c’est à dire une maladie de Borna « classique ».
L’infection de rats nouveaux-nés entraîne l’émergence d’une maladie neuro-
développementale associée à des troubles du comportement.
a. Infection du rat Lewis adulte
Dissémination virale
La dissémination virale dépend de la voie d’inoculation. L’infection intra-cranienne est
plus rapide que l’infection intra nasale. Cette dernière est vraisemblablement la voie naturelle
d’infection par le BDV. Après une infection intra nasale, les premières cellules infectées sont
les neurones de l’épithélium olfactif. Le virus dissémine ensuite selon un gradient rostro-
caudal vers les structures du système limbique, comme l’hippocampe et le cortex.
Rappelons ici que le récepteur du Bornavirus n’a pas encore été identifié. Dans les stades
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tardifs de l’infection, le virus infecte tout le cerveau, puis on le retrouve dans les axones des
nerfs périphériques, et on peut aussi le retrouver dans des tissus non neuronaux comme le
thymus, ou les cellules mononuclées du sang périphérique (Sierra-Honigmann, Rubin et al.
1993).
Mécanismes immuno-pathologiques
L’analyse histologique des cerveaux de rats infectés par le BDV révèle la présence
de nombreuses cellules mononuclées dans les infiltrats. Ce sont essentiellement des
lymphocytes TCD4+  (LT CD4) et CD8+ (LT CD8) ainsi que des macrophages (Pletnikov,
Gonzalez-Dunia et al. 2002). Les cellules T CD8+ se localisent autour des lésions. Les
lymphocytes T CD4+ sont présents plutôt autour des vaisseaux sanguins, sans localisation
plus précise. Ces données suggèrent que les LT CD8 sont les principaux effecteurs de la
destruction neuronale lors de l’infection des rats adultes (Gonzalez-Dunia, Sauder et al.
1997).
Pendant longtemps, les contributions relatives de ces différents effecteurs à la pathologie
sont restées ignorées.
Des expériences de déplétion des lymphocytes T ont permis de mettre en évidence
l’importance de la réponse immunitaire spécifique dans l’induction de l’encéphalite par le
BDV lors de l’infection du rat adulte. En effet, les rats adultes immunodéprimés ou
thymectomisés ne développent aucune maladie aiguë après infection par le virus (Herzog,
Wonigeit et al. 1985). En effet, le blocage des lymphocytes T CD8+ et CD4+ à l’aide
d’anticorps monoclonaux bloque le développement des symptômes et des lésions
histopathologiques dans le SNC. La réponse immune spécifique joue donc un rôle essentiel
dans la physiopathologie de la méningo-encéphalite due au BDV (Bilzer and Stitz 1993; de la
Torre 2002).
Par la suite, le rôle prépondérant des LT CD8 dans la pathologie a été démontré. Les
LT CD8 isolés directement à partir de cerveaux de rats malades ont pu être utilisés pour
effectuer des expériences de transfert adoptif (Sobbe, Bilzer et al. 1997). Transférés à des
rats infectés immuno-déprimés (n’ayant donc pas développé de méningo-encéphalite), ces
LT CD8 engendrent l’apparition de lésions dans le SNC. La destruction neuronale est en
bonne corrélation avec la présence d’ARNm de la perforine, molécule impliquée dans la lyse
induite par les LT CD8 cytotoxiques. Les LT CD4 semblent avoir une fonction classique
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d’aide au recrutement des LT CD8 et à la promotion de leur fonction effectrice (Noske, Bilzer
et al. 1998).
Par ailleurs, la présentation d’antigènes du BDV à la surface des cellules infectées du
rat n’était pas connue. Des études ont permis de purifier et d’identifier le premier épitope
immunodominant naturellement généré chez le rat dans le cadre de l’infection par le BDV
(Planz, Dumrese et al. 2001). cet épitope, le peptide ASYAQMTTY, se situe dans la
séquence de la protéine N du virus. In vitro, des tests de cytotoxicité menés avec les
lymphocytes isolés des cerveaux de rats en phase clinique de maladie de Borna, mis en
contact avec des cellules cibles non neuronales chargées préalablement avec le peptide ou
infectées par le BDSV, montrent la lyse spécifique de ces cellules. En revanche, l’expression
d’un tel peptide à la surface des neurones par le MHC-I (Major histocompatibility complex I),
n’a pas été démontré. Récemment, un pentamère de MHC de rat combiné avec le peptide
immunodominant pour le BDV, a été généré. Il permet la détection, l’isolation et la
caractérisation de lymphocytes T CD8+ spécifique du Bornavirus chez le rat (Duplan,
Suberbielle et al. 2007).
En outre, le profil cytokinique des cerveaux de rats en phase clinique de l’infection
par le BDV montre l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Gonzalez-Dunia, Sauder et
al. 1997). Certaines cytokines révèlent l’activation de la microglie. c’est le cas du peptide
activateur des cellules endothéliales et monocytes de type II (EMAP-II), dont l’expression est
trente fois plus intense dans les cerveaux des rats en phase clinique de la maladie de Borna
(Mueller, Richt et al. 2003). Ces cytokines peuvent être toxiques pour les neurones et
contribuent sans doute à l’immunopathologie associée à l’infection par le BDV.
L’immunopathologie de l’infection du rat Lewis adulte par le Bornavirus est donc
essentiellement médiée par les lymphocytes T CD8. En détruisant les neurones, les LT CD8
recrutent les LT CD4 amplificateurs de la réponse immunitaire, et produisent des cytokines
aggravant ainsi l’inflammation.
Certaines altérations comportementales sont observées au cours de l’infection par le
BDV du rat adulte. Des altérations du système DOPAminergique (neurones décrétant le 3,4-
dihydroxyphénylalanine, ou DOPA) sont alors constatées, mais il est difficile de différencier
les conséquences directes de l’infection par le BDV des conséquences de l’inflammation.
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b. Infection peri-natale du rat Lewis
L’infection périnatale du rat Lewis n’entraîne pas d’inflammation du SNC et conduit à
des troubles du comportement. A l’aide de ce modèle, il est donc possible d’étudier certains
mécanismes physiopathologiques à l’origine de ces troubles.
L’infection périnatale du rat Lewis est effectuée dans les 24 h après la naissance par
une infection intra-cranienne. Trois semaines après l’infection, le Bornavirus s’est étendu à
toutes les zones du cerveau, dans les neurones. Ensuite, les cellules gliales sont infectées,
et il y a une diffusion centrifuge du virus probablement grâce à un transport antérograde. Il a
été mis en évidence que du virus pouvait être excrété dans les larmes, l’urine, la salive
(Richt, Pfeuffer et al. 1997). Dans ce cas, il peut y avoir infection de rat partageant la cage
d’un animal infecté.
La réponse immunitaire est très limitée dans ce modèle expérimental. Les
conséquences les plus marquantes de l’infection sont une interférence avec le
développement de certaines régions du cerveau.
Troubles du développement du cerveau
Le Bornavirus a une stratégie de persistance non cytolytique, mais on observe dans
le modèle de l’infection périnatale une dégénérescence limitée à certaines populations
neuronales. Ces zones touchées principalement sont celles qui subissent une maturation
post-natale très importante. Ainsi, le virus induit des dommages principalement dans
l’hippocampe, le néocortex et le cervelet.
La charge virale la plus importante est retrouvée dans l’hippocampe. Au moment de
la naissance, seulement 15% des neurones ont été générés dans cette zone (Bayer 1980),
et la neurogénèse des cellules granulaires continuerait tout au long de la vie de l’animal
(Song, Stevens et al. 2002). Chez les animaux infectés à la naissance par le Bornavirus, on
assiste à une involution du gyrus denté par apoptose des cellules, jusqu’à sa destruction
complète dès six semaines post-infection (Sauder, Hallensleben et al. 2000). Il est
intéressant de noter que les neurones pyramidaux des régions 3 et 4 de la corne d’Ammon
sont aussi infectés mais ne dégénèrent pas.
Le cervelet subit lui aussi une importante maturation post-natale puisque sa taille est
augmentée de vingt fois dans le premier mois suivant la naissance. L’infection par la
Bornavirus provoque une hypoplasie très importante de cette région, avec une perte de 75%
des cellules de Purkinje 7 mois après l’infection (Eisenman, Brothers et al. 1999), et une
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perte des cellules granulaires. Beaucoup d’autres infections virales du SNC provoquent une
diminution du volume du cervelet, mais elle est souvent due aux effets délétères de la
réponse immunitaire anti-virale.
Enfin, à des stades tardifs de l’infection, une atrophie du cortex est constatée, avec
une perte de 30 % des neurones de cette région (Gonzalez-Dunia, Watanabe et al. 2000).
Troubles du comportement
Nous avons vu que l’infection périnatale du rat Lewis par le Bornavirus interfère avec le
développement post-natal du cerveau, et des troubles du comportement moteur, social, ou
de la cognition ont été reportés chez ces rats.
Ainsi, les rats infectés présentent des déficits sensori-moteurs et posturaux spécifiquement
dus à l’atteinte du cervelet (Pletnikov, Rubin et al. 2001). Différentes perturbations du
comportement face à une situation de stress ont aussi été observées : une hyperactivité
motrice ainsi qu’une hausse de la défécation dans un test « open-field » de stress (Pletnikov,
Rubin et al. 1999).
Les rats infectés sont déficients dans leur capacité d’apprentissage. Ainsi, dans le test de la
piscine de Morris, après la phase d’entraînement, les rats infectés ne réduisent pas de façon
significative leur temps pour trouver la plateforme submergée. Dans un autre test où l’on
associe un stimulus douloureux à une situation (par exemple flash de lumière ou stimulus
sonore), les rats infectés par le Bornavirus évitent moins bien la douleur que les rats
contrôles.
Pletnikov a aussi montré que le comportement social des rats juvéniles infectés était
altéré. Ainsi, un rat infecté isolé pendant une semaine pour stimuler son besoin de
sociabilité, puis mis en présence d’un « intrus », aura une activité de jeu moindre qu’un rat
contrôle (Pletnikov, Rubin et al. 1999).
En conclusion, l’infection périnatale du rat Lewis par le Bornavirus entraîne des anormalités
comportementales qui peuvent être attribuées aux dommages subis par des régions
précises du cerveau de ces animaux.  Ce modèle permet d’étudier les mécanismes par
lesquels des facteurs environnementaux, comme une infection virale interfère avec le
dévelopement normal du cerveau et du comportement.
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3. Mécanismes moléculaires à l’origine des troubles du fonctionnement neuronal
Le Bornavirus induit chez les animaux infectés des troubles du comportement et de la
cognition. Des études récentes ont permis d’identifier et de disséquer au niveau moléculaire
les fonctions neuronales perturbées par la persistance du Bornavirus. L’altération souvent
drastique de certaines fonctions neuronales peut être mise en relation avec les troubles
comportementaux qui peuvent être observés dans le cas de l’infection péri-natale par le
Bornavirus.
a. Perturbations dans les interactions astrocytes-neurones
Les astrocytes ont un rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie dans le
cerveau. Mais des travaux récents montrent qu’ils ont aussi un rôle prépondérant dans
l’activité des neurones et la stabilisation des synapses (Neumann 2003; Fellin 2009). Nous
avons vu précédemment que le Bornavirus infectait aussi les astrocytes, et des études in
vivo et in vitro ont révélé que le Bornavirus interférait avec la fonction astrocytaire. On peut
donc émettre l’hypothèse que l’infection des astrocytes par le Bornavirus a des
répercussions sur la fonction neuronale. Par exemple, il a été montré que l’infection d’une
lignée dérivée d’astrocytes (la lignée C6), conduit à une plus forte production de la molécule
« Tissue factor » ou TF, qui est aussi détectée chez les rats infectés à la naissance par le
BDV (Gonzalez-Dunia, Eddleston et al. 1996). Ceci est corrélé à une activité
transcriptionnelle augmentée du promoteur de TF, ainsi qu’une stabilisation de son ARNm.
Les molécules appartenant à la famille des TF peuvent activer des cascades de protéases
liées à la coagulation, et notamment la thrombine, qui joue un rôle dans le dévelopement et
la plasticité neuronale, ainsi que la morphologie des astrocytes (Cunningham 1992).
D’autres études ont montré que l’infection par le BDV induisait une inhibition de la ré-
absorption de Glutamate dans des cultures primaires d’astrocytes de chat. Il semble donc
que le Bornavirus interfère avec la protection des neurones contre l’excitotoxicité (Billaud, Ly
et al. 2000).
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Des souris transgéniques exprimant la phosphoprotéine du Bornavirus dans les
astrocytes sous le contrôle du promoteur de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ont été
générées. Il n’y a pas de prolifération gliale ou de neurodégénérescence dans le cerveau de
ces souris. En revanche, elles ont un comportement plus agressif que des souris contrôles,
présentent une diminution de leur mémoire spatiale, et sont hyperactives. D’autres analyses
ont révélé une diminution significative des niveaux de BDNF dans l’hippocampe de ces
animaux, une diminution du nombre de récepteur 5-HT1A et 5-HT1B, ainsi qu’une diminution
de la densité des synapses (Kamitani, Ono et al. 2003).
b. Perturbations dans la réponse aux neurotrophines
Les neurotrophines sont des signaux extracellulaires qui régulent la morphologie et la
plasticité neuronale et modulent l’efficacité de la transmission synaptique. Dans des
expériences sur la lignée PC12, Hans et al ont montré que la pousse des neurites en
réponse à un traitement au NGF était bloqué dans les cellules infectées avec le BDV, et que
ce phénotype était en partie dû à une diminution de l’expression des récepteurs au NGF,
ainsi qu’à un défaut de translocation au noyau de la kinase ERK activée (Hans, Syan et al.
2001). Il a été aussi montré que des cultures de neurones primaires d’hippocampe infectées
par la Bornavirus ne répondaient plus aux traitements aux neurotrophines BDNF et NT-3,
non seulement en termes de phosphorylation de cibles cellulaires comme ERK, mais aussi
en termes de remodelage de la synapse qui accompagne normalement une exposition
prolongée aux neurotrophines (Figure 19) (Hans, Bajramovic et al. 2004). En particulier, les
neurones de l’hippocampe présentaient des déficits dans l’expression de protéines
synaptiques induite par le traitement au BDNF, ainsi que dans l’architecture de la synapse . Il
a aussi été montré que les neurotrophines augmentaient la production virale (Hans, Syan et
al. 2001). L’hypothèse est donc que le Bornavirus détournerait les signaux des
neurotrophines pour augmenter la production virale, au détriment des fonctions neuronales
ciblées par les neurotrophines.
c. Modifications de la chromatine
Il a été montré que la protéine P interagit avec l’amphotérine, encore appelée High
mobility group B1, protéine HMGB1 (Kamitani, Shoya et al. 2001). Cette protéine est
abondante dans le noyau, et interagit avec des protéines nucléaires comme RAG1, p53,
Hox, ainsi qu’avec l’ADN. L’amphotérine jouerait un rôle dans la régulation de la
transcription, la réparation et la recombinaison de l’ADN.
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Récemment, un crible protéomique réalisé au laboratoire a permis de mettre en
évidence que le Bornavirus agit aussi au niveau de l’expression des gènes de la cellule hôte
(Suberbielle, Stella et al. 2008). Ces travaux ont notamment montré que la quantité de
protéine MeCP2 (Methyl CpG binding protein 2) était significativement réduite dans les
culture primaires de neurones corticaux infectés par le BDV. MeCP2 est un répresseur
transcriptionnel qui se lie à l’ADN méthylé, et est important dans la physiologie neuronale
(Bienvenu and Chelly 2006). Des mutations dans le gène codant pour MeCP2 sont
responsables du syndrôme de Rett, un retard mental sévère accompagné de défauts dans la
plasticité synaptique. Ces travaux ont aussi montré que les niveaux de deux ARNm répimés
par MeCP2, BDNF, et FXYD1 étaient augmentés de façon significative dans les cultures
infectées par le Bornavirus.
Ce crible a aussi révélé que le Bornavirus modifiait le profil d’acétylation des histones.
L’acétylation et la méthylation des histones ont un lien avec la chromatine active
transcriptionnellement. Il a déjà été montré que certains virus persistants, comme HIV ou
Epstein-Barr pouvaient activer des déacétylases cellulaires, qui déacétylent les histones H3
et H4 (Ye, Gradoville et al. 2007; Poleshko, Palagin et al. 2008). Le Bornavirus utiliserait le
même type de mécanisme pour les histones H2. L’hypothèse à l’issue de ces travaux est
que la réplication du BDV pourrait reprogrammer génétiquement les neurones infectés par
son action sur la chromatine. Cela aurait des répercussions sur des régulateurs de la
transcription, qui pourrait entrainer les défauts de réponse à certains stimuli observés dans
les neurones infectés par le Bornavirus.
d. Perturbations du cytosquelette
De nombreuses infections virales détruisent le cytosquelette des neurones, et cette
destruction est aussi retrouvée dans de nombreuses maladies neuro-dégénératives (Conde
and Caceres 2009). Le Bornavirus s’illustre là encore des autres virus neurotropes. En effet,
des travaux récents du laboratoire n’ont pas montré d’altérations du cytosquelette dans les
neurones corticaux infectés, mais des changements dans des protéines associées à l’actine
et aux microtubules, suggérant une rigidification du réseau, c’est à dire l’impossibilité de
s’adapter à un stimulus. Des expériences de dépolymérisation/polymérisation des
microtubules ont clairement démontré que l’infection par le Bornavirus conduit à une
altération de la dynamique du cytosquelette. La régulation de la dynamique des
cytosquelettes d’actine et des microtubules est un facteur majeur de neuroplasticité. En effet,
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au cours de la maturation neuronale et ensuite de la neurotransmission et des LTP, le
cytosquelette sert de support dynamique pour la croissance des processus neuritiques, et la
morphogenèse des dendrites, des axones, et plus généralement de la synapse ; le maintien
de la structure synaptique et la neurotransmission par remodelage du cytosquelette d’actine
essentiellement; les transports orientés de molécules et de structures organitiques sur de
grandes distances grâce aux microtubules, et le relais moléculaire des informations
synaptiques grâce à l’actine. On ne peut donc parler de neuroplasticité sans évoquer la part
fondamentale du cytosquelette et surtout de la régulation de sa dynamique au cours de la
neurotransmission et de la neurogenèse. Ces changements sont à mettre directement en
lien avec la plasticité neuronale et la capacité des neurones infectés à répondre à un
stimulus.
Nous avons vu précédemment que la BDV-P interagit avec la protéine HMGB1. Cette
protéine est aussi impliquée dans la migration cellulaire et la pousse des neurites par des
réorganisation du cytosquelette d’actine. Quel est l’impact de l’interférence de la BDV-P avec
cette protéine ? Il semble que des lignées infectées présenteraient un défaut de migration.
Cela suggère que l’infection par le BDV perturberait la migration et la pousse neuronale,
mécanismes primordiaux pour la création d’un réseau de neurones. Cependant, l’infection de
cultures primaires de neurones n’induit pas de défaut d’arborisation neuronale ou de densité
de neurite (Hans, Bajramovic et al. 2004). L’utilisation de virus mutants dans lesquels la P ne
pourrait plus interagir avec l’Amphoterine pourrait permettre de préciser les conséquences
de l’interaction de la P avec l’Amphotérine, et pourrait être possible, grâce au système de
génétique inverse maintenant disponible.
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Figure 20: Voies d’interférences du Bornavirus avec le fonctionnement neuronal.
Résultats obtenus dans l’équipe, tirant parti de l’utilisation de cultures primaires
d’hippocampe de rats.
A. Interférence du BDV avec les voies de la synaptogenèse induite en réponse au BDNF,
d’après (Hans, Bajramovic et al. 2004) B. Réduction du recyclage des vésicules synaptiques
en condition d’activité neuronale après infection. Mécanisme impliquant l’inhibition de la
phosphorylation des substrats par la PKC, par la protéine P du BDV en transfection, d’après
(Volmer, Monnet et al. 2006).
149
e. Pathologie de la synapse
Des travaux récents du laboratoire se sont intéressés au recyclage des vésicules
synaptiques dans des culture primaires de neurones d’hippocampe de rats. L’analyse de
l’expression de protéines de la synapse comme la synapsine I, la synaptotagmine 1,
MARCKS ou Munc 18 a montré qu’il n’y avait pas de différences entre les neurones
contrôles et les neurones infectés (Volmer, Monnet et al. 2006). Dans une expérience
d’analyse du recyclage des vésicule synaptiques, les auteurs ont pu montrer qu’en
conditions basales ou en réponse à une dépolarisation, le recyclage des vésicules
synaptique n’était pas perturbé dans les neurones infectés. Par contre, après un protocole
de stimulation répétées, contrairement aux neurones non infectés, on n’observe pas
d’augmentation du recyclage des vésicules synaptiques dans les neurones infectés par le
Bornavirus. Au niveau des cascades de signalisation, le Bornavirus interfère spécifiquement
avec la phosphorylation de substrats de la PKC. Il ne s’agit pas d’un problème d’activation
de la PKC, puisque sa relocalisation à la membrane s’effectue sans problèmes. Les auteurs
ont ensuite voulu savoir si une ou plusieurs protéines virales pouvaient être à l’origine de
cette interférence avec la voie de la PKC. Des études de transfection des protéines virales
abondantes dans des neurones d’hippocampe de rat ont montré que l’interférence avec la
voie de la PKC n’est observée que dans la cas d’une transfection avec la P. Or dans les
neurones, la BDV-P est phosphorylée par la PKCε en résidues sérine 26 et 28 (Schwemmle,
De et al. 1997). Ces résultats ont conduit à l’hypothèse que la phosphoprotéine du
Bornavirus, phosphorylée par la PKC en résidus sérine 26 et 28, entrerait en compétition
avec la phosphorylation de substrats endogènes dans les neurones (Figure 19).
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Objectifs de la thèse
Des données récentes du laboratoire ont montré que le Bornavirus interfère avec le
fonctionnement neuronal, notamment le recyclage des vésicules synaptiques, et les voies de
signalisation dépendantes de la protéine kinase C. Au cours de ma thèse, j’ai participé à
l’analyse plus précise des conséquences de la persistance du virus sur l’activité électrique
de réseaux de neurones corticaux. Ensuite, grâce à la mise au point du système de
génétique inverse du Bornavirus, j’ai pu analyser le rôle de la phosphorylation de la P dans
la physiopathologie de l’infection.
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RESULTATS
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I. Analyse des propriétés électrophysiologiques de réseaux
neuronaux infectés par le Bornavirus
Comme nous l’avons vu précédemment, le Bornavirus infecte préférentiellement les
neurones du système nerveux central, notamment ceux de l’hippocampe et du cortex. Il se
réplique activement dans ces neurones sans engendrer de destruction cellulaire associée, et
est responsable dans certains cas chez les animaux infectés de dysfonctionnements du
comportement, de la mémorisation et de l’apprentissage. La pathogenèse de ces troubles
cognitifs est assez peu connue à ce jour, mais l’hypothèse principale est que l’accumulation
de protéines virales interfèrerait avec des mécanismes cellulaires importants pour le
fonctionnement et la communication neuronale.
Il a été montré récemment que le Bornavirus interférait avec l’augmentation de
l’efficacité de recyclage des vésicules synaptiques induite après un protocole de stimulations
répétées dans des neurones primaires d’hippocampe (Volmer, Monnet et al. 2006). Ces
premiers résultats prouvent donc que l’accumulation de protéines virales ainsi que la
réplication active du virus n’est pas sans conséquence sur la plasticité synaptique. Le virus a
donc un effet sur la libération de neurotransmetteur, a-t-il un effet sur la communication
électrique ? L’étude des propriétés electrophysiologiques de neurones infectés s’avérait
donc essentielle pour caractériser plus avant les altérations du fonctionnement neuronal
induites par le Bornavirus.
Nous avons utilisé à cette fin des chambres de culture dont le fond est constitué d’un
réseau de 60 micro-électrodes, appelés MEA pour « Micro-electrode Array ». Ces supports
présentent le double avantage de pouvoir efffectuer des enregistrements en temps réel de
l’activité électrique au voisinage des électrodes, mais aussi d’isoler l’expérimentateur de tout
contact avec des neurones infectés. Ces boites de cultures permettent de mesurer les
potentiels membranaires extracellulaires de neurones. Lorsqu’un neurone génère un
potentiel d’action à proximité d’une electrode, celle-ci va mesurer la variation locale de
courant. La différence de potentiel perçue est inférieure à 1mV et de signe négatif. Un
potentiel d’action apparaît donc comme un pic (en anglais « spike »). Toutes les électrodes
enregistrent simultanément l’activité électrique. Une boîte de culture permet donc
d’enregistrer simultanément jusqu’à soixante tracés différents. Ce type d’enregistrement
permet d’analyser la fréquence et le moment d’apparition des pics correspondant aux
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potentiels d’action. Lorsque plusieurs PA sont émis de façon rapprochée dans le temps, on
parle de bouffée de PA (en anglais « burst of action potential »).
Dans ce travail, nous nous sommes d’abord intéressés à la fréquence de « bursts »
en conditions basales de cultures de neurones corticaux, infectées ou non avec le
Bornavirus. L’analyse révèle que le BDV ne modifie pas l’activité électrique spontanée. Ce
résultat est important car l’activité spontanée est un reflet de la maturation du réseau. Les
neurones infectés par le BDV sont donc capables de former des synapses fonctionnelles et
stables au cours du temps.
Nous avons ensuite analysé la réponse du réseau neuronal à une stimulation
chimique qui induit une augmentation de l’activité perdurant jusqu’à plusieurs heures. Les
interneurones GABAergiques imposent une inhibition tonique au réseau neuronal. En
supprimant cette inhibition avec un antagoniste du récepteur au GABAA, la bicuculline, on a
un effet globalement activateur du réseau. En exposant les cultures neuronales à la
bicuculline on observe des potentiels d’action en bouffées à hautes fréquences. Cette
activité à haute fréquence permet l’entrée de calcium dans les neurones au niveau des
récepteurs NMDA, ainsi que l’activation de cascades de signalisation dépendantes de CREB
et de la PKC (Hardingham, Arnold et al. 2001; Arnold, Hofmann et al. 2005). Les neurones
infectés par le BDV répondent aussi bien que les neurones non infectés à cette stimulation.
De plus, l’application de bicuculline entraîne le développement d’une activité de type
épileptique, caractérisée par des bouffées de PA synchrones dans l’ensemble des neurones
de la culture.
Cette période de haute activité stimule fortement les neurones. Par la suite, une
potentialisation synaptique à long terme apparaît dans les neurones non infectés. Celle-ci se
traduit par une augmentation de la fréquence et par une synchronisation des PA qui persiste
longtemps après l’arrêt de la stimulation. En revanche, aucune potentialisation n’apparaît
dans les neurones infectés par le BDV : ils retrouvent rapidement le comportement initial
suite à l’arrêt du traitement par la bicuculline.
Nous avons analysé ensuite les mécanismes à l’origine du blocage de la
potentialisation de l’activité du réseau. Nous avons testé l’activation de ERK1/2 et de la PKC,
et seule cette dernière est inhibée.
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En conclusion, nous montrons dans ce travail que si l’activité basale ou la réponse à
la stimulation ne diffèrent pas entre des cultures infectées ou non, en revanche, le maintien
plusieurs heures d’une haute activité électrique en réponse à la stimulation est
complètement aboli dans les neurones infectés par le Bornavirus.
De façon très intéressante, le Bornavirus ne modifie pas l’activité électrique dans les
conditions spontanées ou en réponse à une stimulation, ce qui semble indiquer que
l’intégrité de la synapse est préservée dans les cultures infectées. Or des données
précédentes du laboratoire ont mis en évidence des différences architecturales de la
synapse infectée. Si le nombre total de synapses est identique entre neurones contrôles ou
infectés, en revanche, les boutons synaptiques sont plus petits dans le cas de neurones
infectés, et l’architecture de la synapse est différente. Il y a 3 à 4 fois plus de vésicules
synaptiques, qui sont accumulées en cluster, associés au cytosquelette d’actine (Hans
2004). Un crible protéomique a aussi révélé que la dynamique du cytosquelette était
fortement perturbé dans les synapses des neurones infectés (Suberbielle 2008). Comment
concilier ces résultats avec nos observations ? Tout d’abord, des analyses de la composition
en protéines synaptiques n’ont pas montré de différences significatives (Volmer 2006, Hans
2004). De plus, une analyse du recyclage des vésicules synaptiques n’a montré aucune
différence dans les conditions basales (Volmer 2006). L’activité du réseau étant initiée par la
libération de neurotransmetteurs par les vésicules synaptiques (Maeda 1995), nos résultats
renforcent ces observations. Ils indiquent que la multiplication du virus, ainsi que
l’accumulation de protéines virales à la synapse ne conduisent pas à un défaut de
fonctionnement généralisé des synapses.
Le BDV perturbe spécifiquement les phénomènes de plasticité synaptique dépendant
de l’activité neuronale. A notre connaissance il s’agit de la première description de l’effet
direct d’un virus spécifiquement sur les phénomènes de potentialisation synaptique. Il
convient de mettre en relation ces résultats avec les travaux précédents du laboratoire
montrant l’interférence du BDV avec la plasticité synaptique dépendant des neurotrophines.
Le BDV perturbe l’activation de la protéine kinase ERK 1/2 et la synaptogenèse induites par
le BDNF (Hans 2004). Compte tenu du rôle important du BDNF dans la potentialisation de la
transmission synaptique, il est nécessaire de préciser quelle pourrait être sa contribution aux
défauts de potentialisation synaptique dépendant de l’activité observés dans nos
expériences (Poo 2001). L’étude des voies de signalisation en réponse à la stimulation du
réseau de neurones par la bicuculline n’a pas mis en évidence de défaut d’activation de la
protéine kinase ERK 1/2, alors qu’elle est fortement inhibée par le BDV en réponse au
traitement au BDNF. Ces résultats suggèrent donc que l’interférence du BDV avec la
potentialisation synaptique dépendant de l’activité n’est vraisemblablement pas liée à
l’interférence avec la signalisation dépendant du BDNF.
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II. Analyse des effets de la phosphorylation de la
phosphoprotéine du Bornavirus sur le fonctionnement
neuronal
L’effet de la persistance du Bornavirus sur le fonctionnement neuronal a été analysé
récemment au laboratoire. Ces travaux ont montré que le virus ne bloquait pas l’activité
basale des neurones ou la réponse à une stimulation. En revanche, il a été clairement
démontré que le défaut de réponse des neurones infectés par le BDV est dû à une
interférence du BDV spécifiquement avec la voie de la PKC. Le BDV inhibe la
phosphorylation de substrats neuronaux de la PKC en réponse à la stimulation de l’activité
synaptique, mais aussi suite à l’activation directe de la PKC avec un ester de phorbol, la
PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate). De façon intéressante, la protéine P du BDV,
transfectée dans les neurones, permet à elle seule d’inhiber la phosphorylation des substrats
neuronaux de la PKC. Ce résultat suggérait donc que la protéine P du BDV est une protéine
essentielle au pouvoir pathogène du BDV.
La phosphoprotéine du Bornavirus est un élément essentiel du complexe de la
polymérase virale, avec beaucoup de fonctions différentes dans le cycle viral. Ces fonctions
sont régulées, au moins en partie, par sa phosphorylation par des kinases cellulaires. La
BDV-P est phosphorylée préférentiellement en résidus Sérine 26 et 28 par la PKC, et, dans
une moindre mesure, par la Caséine kinase II (CKII) en résidus Sérine 70 et 86. Ces
observations nous ont conduit à émettre l’hypothèse que la phosphoprotéine, substrat de la
PKC, détournerait la phosphorylation de substrats endogènes de la PKC dans les neurones.
Les premières expériences de transfection de la BDV-P seule dans les neurones semblaient
confirmer cette hypothèse, mais des questions restaient à élucider. Est-ce que cette
hypothèse reste vraie dans le contexte d’une infection virale, avec des localisations sub-
cellulaires et des états de phosphorylation de la P variables au cours de la cinétique
d’infection ? Est-ce que l’on peut restaurer une plasticité synaptique normale en supprimant
l’interférence de la BDV-P avec la voie de signalisation de la PKC ? Quel est le rôle de la
phosphorylation de la P par la PKC dans le cycle viral ?
Pour tester ces hypothèses, nous avons tiré parti de la possibilité récente de générer
des virus mutés par le système de la génétique inverse. Des virus dans lesquels les Sérine
26 et 28 ont été remplacées par des Alanine, non phosphorylables par la PKC, ont ainsi été
générés. Ce nouveau virus a été nommé rBDV-AASS, et en parallèle, un virus recombinant
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sauvage a été construit, rBDV-WT, en guise de contrôle. Ce mutant a été caractérisé dans
des travaux antérieurs (Schmid, Mayer et al. 2007). Il a été mis en évidence que  la BDV-P
phosphorylée est un régulateur négatif du complexe de la polymérase, à l’opposé de ce qui a
déjà été montré pour les autres Mononegavirales.
Dans cette étude, nous avons d’abord analysé la cinétique de dissémination
du virus muté dans des cultures primaires de neurones d’hippocampe. Si les deux virus
disséminent à la même vitesse pour des temps précoces post-infection, dès le 13ème jour on
observe près de 2.5 fois moins de neurones infectés par la souche mutée. Au 17ème jour,
alors que la grande majorité des neurones sont infectés par le virus rBDV-WT, seuls moins
de 50% le sont par rBDV-AASS. Cependant, à jour 20, la totalité des neurones sont infectés
dans les deux cas, sans effets cytopathiques. Ces résultats in vitro montrent que la
phosphorylation de la P par la PKC est nécessaire pour une dissémination virale optimale.
Nous nous sommes ensuite intéressés à la phosphorylation de cibles neuronales de
la PKC en présence du virus muté. Après stimulation à la PMA, comme attendu, on observe
un déficit de phosphorylation de MARCKS et de SNAP25 dans les neurones infectés par le
virus rBDV-WT. Cependant, le niveau de phosphorylation de ces cibles dans le cas de
neurones infectés avec le virus muté non phosphorylable par la PKC est tout à fait
comparable à celui de neurones non-infectés.
Il a été montré récemment que la phosphorylation de SNAP25 par la PKC contrôle
négativement l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendant. Nous nous sommes donc
intéressés à la réponse calcique dans les neurones après stimulation par dépolarisation
membranaire. L’infection des neurones avec le virus sauvage rBDV-WT augmente leur
réponse à la stimulation d’environ 50%. A l’opposé, la réponse calcique des neurones
infectés avec le virus rBDV-AASS est similaire à celle de neurones non infectés. Il semblerait
donc que l’interférence du Bornavirus avec la voie de la PKC, en diminuant les taux de
SNAP25 phosphorylés, conduise à une réponse calcique augmentée après stimulation.
La phosphoprotéine du Bornavirus est exprimée à partir d’un ARN messager
bicistronique, qui code pour la P et la X. Les mutations introduites dans le cadre de lecture
ouvert de la P ont aussi introduit des mutations dans la protéine X. Pour exclure
formellement tout rôle de ces mutations de la X dans le phénotype observé, nous avons
généré de nouveaux mutants, dans lesquels les Serine 26 et 28 de la P ont été remplacées
par les Leucine, nommés rBDV-LLSS. L’encombrement stérique des résidus Leucine est
plus important que celui des Alanine, mais elles présentent le double avantage de ne pas
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être phosphorylables et de ne pas introduire de mutations dans la X. De manière analogue
au virus rBDV-AASS, la cinétique de dissémination du virus est ralentie dans des cultures de
neurones d’hippocampe. De même, nous avons montré une restauration des niveaux de
phosphorylation des cibles MARCKS et SNAP25 dans les neurones infectés avec rBDV-
LLSS, ainsi qu’une correction de l’hyper-excitabilité calcique. Le phenotype observé avec le
virus rBDV-LLSS est similaire à celui du rBDV-AASS, ce qui démontre de façon non
ambiguë que nos résultats sont effectivement dus à la phosphorylation de la BDV-P par la
PKC, et non aux mutations dans la X.
Nous avons enfin analysé les conséquences de la mutation S26/28A sur les propriétés
electrophysiologiques des neurones infectés avec rBDV-WT ou rBDVAASS. Comme dans
les travaux précédents, nous n’avons pas observé de différence dans l’activité basale des
neurones, ou dans leur réponse à la stimulation par la bicuculline. Mais si dans les neurones
infectés par le virus sauvage le niveau d’activité électrique retourne très vite à son niveau
basal, en revanche les neurones infectés avec le virus muté se comportent exactement
comme des neurones non infectés, avec un maintien d’un haut niveau d’activité électrique
pendant plus d’une heure.
En conclusion de ces différents travaux, le Bornavirus recombinant dont la
phosphoprotéine ne peut plus être phosphorylé par la PKC perd sa capacité d’interférer avec
la potentiation synaptique induite par l’activité.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Figure 21: Cinétique de dissémination des rBDV in vivo.
A et B, coupe de cerveau réalisée à 28 post-infection avec rBDV-AASS ou rBDV-WT
respectivement. Les inserts correspondent à un plus fort grossissement de l’hippocampe et
du bulbe olfactif des mêmes coupes.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
I. Quel est le rôle de la phosphorylation de la BDV-P dans le
cycle viral ?
 Chez les Mononegavirales, la protéine P est un cofacteur important du complexe de
la polymérase virale. Les données obtenues pour d'autres virus, comme VSV, ont montré
qu'en général la phosphorylation de la P est un régulateur positif de l’activité de la
polymérase virale. De façon surprenante, des résultats précédents ont montré qu'au
contraire, la phosphorylation de la P avait un effet inhibiteur sur la polymérase virale du
Bornavirus (Schmid, Mayer et al. 2007). Ces résultats nous avaient donc conduit à penser
que le virus rBDV-AASS, dont la P n’est plus phosphorylable par la PKC, aurait perdu cet
effet inhibiteur sur la polymérase, conduisant à une activité de réplication plus importante,
une production virale accrue et une dissémination plus rapide. Or, nos résultats montrent
que les titres viraux obtenus à partir de cellules infectées avec le virus rBDV-AASS sont tout
à fait comparables à ceux du virus sauvage. D’autre part, nous avons observé un retard de
dissémination de ce virus sur des cultures de neurones in vitro. Ces résultats nous ont
conduit à évaluer si ce retard de dissémination était aussi observé in vivo.
Nous avons infecté des rats Lewis avec les virus rBDV-WT ou rBDV-AASS par voie
intra nasale afin de mimer l’infection naturelle. Nous avons ensuite sacrifié les animaux à
différents temps post-infection, et nous avons évalué l'étendue de l'infection du SNC en
détectant la présence d’antigènes viraux par immunocytochimie. Comme attendu, les
animaux infectés avec le virus rBDV-WT ont révélé une dissémination efficace du virus dans
le SNC depuis le bulbe olfactif, site initial d’entrée, jusqu’à sa cible privilégiée, l’hippocampe.
En revanche, le virus rBDV-AASS, n’était pas détectable dans le SNC à 28 jours post
infection chez la plupart de animaux infectés (Figure 20). A des temps plus précoces nous
avions cependant détecté une infection limitée à quelques cellules du bulbe olfactif. Après
infection intra nasale, le virus rBDV-WT, présente donc des propriétés de propagation
similaires à la souche He/80 généralement utilisée en laboratoire. A l’inverse, il semblerait
que le virus rBDV-AASS, ait été rapidement éliminé du système nerveux central des
animaux infectés après infection du bulbe olfactif.
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Figure 22: Culture de neurones corticaux de rat en chambre microfluidiques.
A. Schéma de la chambre de culture B. Neurones de 14 jours marqués par la β-3-tubulin
(x200). Les corps cellulaires sont dans le compartiment somatique, les axones projettent
dans la chambre axonale en passant dans les microcanaux C. Grossissement des micro-
canaux (x400) D. Grossissement des projections dans la chambre axonale (x400)
1 2
3 4
Calcein staining, 20X, confocal
microscope
Somatic
compartment
Axonal compartment
Microgrooves
A
B
C D
Chambre somatique Chambre axonale
microcanaux
réservoir pour milieu de
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Les raisons de l’atténuation du virus sont encore mal définies. Celle ci est
probablement liée au ralentissement de la dissémination du rBDV-AASS, comme observé in
vitro, combiné aux effets de la réponse immunitaire qui permettrait d’éliminer complètement
le virus, à un stade très précoce de l’infection où seule une faible proportion de neurones  est
infectée.
Pris dans leur ensemble, nos résultats confirment donc que le virus rBDV-AASS
présente bien un défaut de dissémination in vitro et in vivo. La présence des serines 26 et 28
sur la BDV-P semble donc indispensable pour une propagation efficace du virus.
Il existe de nombreux exemples d’utilisation du cytosquelette par les virus, que ce soit
pour leur transport dans la cellule ou leur adressage aux zones de bourgeonnement. Le cas
du poxvirus de la vaccine qui induit la formation de queues d’actine est bien connu (Smith,
Murphy et al. 2003). Récemment il a également été démontré que ce même virus avait une
protéine présentant plus de 90% de similtude avec la profiline, une protéine associée aux
tromomyosines cellulaires (Butler-Cole, Wagner et al. 2007). Par ailleurs, le transport du
virus de la pseudorage, un herpesvirus neurotrope, met en jeu un transport différentiel
dépendant des microtubules pour son transport antérograde ou rétrograde (Diefenbach,
Miranda-Saksena et al. 2008). Dans les neurones, les mouvements nucléo-cytoplasmiques
du BDV seraient inefficaces sans utilisation des différents moteurs cellulaires pour son
transport.
Cependant, de nombreuses questions restent en suspens : la phosphorylation de la P
au niveau des serines 26 et 28 joue-t-elle un rôle dans l’entrée du virus ? Est-elle importante
pour l'interaction de la P avec le cytosquelette ou avec des moteurs
moléculaires responsables du transport intraneuronal des RNP virales ? S’agit-il d’un défaut
de transport rétrograde ou antérograde ?
Pour répondre à ces questions, nous avons récemment développé de nouvelles
approches méthodologiques. En collaboration avec JM Peyrin (CNRS UMR 7102 Paris),
nous réalisons des expériences utilisant des supports microfluidiques qui permettent une
culture compartimentalisée des neurones. Le volume des chambres de culture est de l’ordre
de quelques microlitres. Dans ce contexte, l’écoulement des fluides est laminaire, et on peut
contrôler la directionnalité des flux à l’aide des réservoirs situés aux quatre coins du support
(figure 21). Par exemple si on effectue un différentiel de volume entre les réservoirs de
gauche (1 et 3) et de droite (2 et 4), on va créer un différentiel de pression, qui entraîne un
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écoulement des fluides uniquement de la gauche vers la droite. Ce flux va complètement
isoler le contenu du compartiment de droite de celui de gauche.
D’autre part, avec l’équipe de M Schwemmle (université de Freiburg, Allemagne),
nous avons généré des virus recombinants possédant un motif tétra-cystéine sur la BDV-P,
permettant sa détection par imagerie sur cellules vivantes en temps réel. Ce motif va être
reconnu avec grande affinité par un dérivé bisarsenique de la fluoresceine qui a la capacité
de traverser les membranes lipidiques sans toxicité pour les cellules. C’est grâce à ce
système que les modalités d’entrée et de transport du virus HIV ont pu être analysé
précisément dans des cellules vivantes (Arhel, Genovesio et al. 2006; Arhel and Charneau
2009).
Une fois les virus marqués, nous pourrons infecter des cultures de neurones dans
ces chambres microfluidiques compartimentalisées afin d'étudier la cinétique du transport du
BDV par imagerie cellulaire, en comparant les propriétés de propagation des virus sauvage
et rBDV-AASS. Il serait aussi possible d’étudier l’impact de la stimulation de la voie de la
PKC, ou plus généralement de l’activité synaptique, sur la cinétique de  transport du virus.
Une autre approche consisterait à mettre en évidence une éventuelle association de
protéines virales avec les moteurs neuronaux, comme cela a pu être réalisé avec le virus de
la rage, démontrant une association de la P de la rage avec la sous-unité LC8 de la dynéine
(Jacob, Badrane et al. 2000; Raux, Flamand et al. 2000; Tan, Preuss et al. 2007).
Cependant, les expériences de cribles menés en double-hybride pro- ou eucaryotes n’ont
apporté jusqu’à présent aucun élément de réponse. Il est possible que dans le cas du BDV,
les moteurs neuronaux nécessitent une liaison à la RNP complète, ou que la phosphorylation
des protéines influence l’état d’association avec le cytosquelette. Un crible protéomique
récent utilisant des cultures de neurones infectées ou non par le BDV a permis d'identifier
quelques candidats possibles (Suberbielle, Stella et al. 2008). Par ailleurs, une analyse
utilisant en parallèle les virus mutés ou sauvage pourrait permettre d'obtenir des informations
supplémentaires sur le rôle de la phosphorylation de la P par la PKC dans l’interaction avec
les moteurs moléculaires qui pourraient être identifiés dans l'avenir.
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II. L’interférence du Bornavirus avec la voie de la PKC est-
elle un élément majeur de la physiopathologie de
l’infection ?
1. Peut-on préciser les mécanismes de l’interférence avec la voie de
la PKC ?
Il existe plusieurs exemples dans la littérature faisant étant d'une interférence virale
avec la signalisation dépendant de la PKC. Cependant, cette interférence a souvent été
corrélée à des défauts de l'activation d’une isoforme spécifique de la PKC, liée à une
inhibition de la translocation à la membrane de l'enzyme . L’inhibition de translocation est
souvent liée à une interaction directe d’une protéine virale avec la protéine récepteur de la
PKC activée 1 (RACK1), conduisant à une inhibition du recrutement d’une isoforme de la
PKC par RACK1. Parmi ces protéines virales, on peut citer la protéine Nef du VIH ou la
protéine Zebra du virus Epstein-Barr (Smith, Krushelnycky et al. 1996; Tardif, Savard et al.
2002). Dans le cas du BDV, les travaux précédents du laboratoire ont cependant clairement
démontré une absence de défaut de translocation des isoformes α, γ, ε ou δ de la PKC. De
plus, les résultats de la mesure de l’activité PKC par un test in vitro suggèrent que le BDV
n’interfère pas avec l’activation de l'enzyme. L’ensemble de ces données suggère donc que
le BDV interfère avec la signalisation dépendant de la PKC en aval de l’activation des PKC
(Volmer, Monnet et al. 2006).
Le mécanisme précis de cette inhibition est donc encore mal compris. La protéine P
pourrait bloquer l’activité de la PKC en restant associée à l’enzyme. Il serait donc intéressant
d’étudier si’on peut mettre en évidence une interaction directe de la protéine P avec une
isoforme particulière de la PKC, en réalisant par exemple des expériences de co-
immunoprécipitation. Cependant, il est rare de pouvoir immunoprécipiter un substrat de la
PKC avec l'enzyme, car leur interaction est le plus souvent brève et facilement réversible
(Jaken and Parker 2000). Néanmoins, cette étude est importante car la capacité
d’immunoprécipiter la protéine P et une ou plusieurs isoformes de la PKC suggèrerait une
interaction très forte. La grande stabilité de l’interaction entre la protéine P et la PKC pourrait
être un mécanisme supplémentaire à l’origine de la réduction de la phosphorylation des
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substrats cellulaires endogènes de la PKC. Pour caractériser la nature de cette compétition
plus en détail, des tests d’enzymologie sont en cours de réalisation. Notre objectif est de
déterminer les paramètres enzymatiques de la PKC, comme sa constante de Michaëlis-
Menten ainsi que sa vitesse maximale de réaction, et étudier comment ces paramètres
évoluent en présence des protéines PWT ou PAA.
2. Quelles sont les conséquences d’une interférence avec la voie de
la PKC en termes de fonctionnement neuronal ?
La protéine kinase C est une protéine importante pour la plasticité synaptique. Nous
avons mis en évidence des défauts dans la potentialisation à long terme des réseaux
neuronaux, qui peuvent être mis en relation avec l’interférence avec la voie de la PKC. De
même, le phénotype de réponse calcique augmentée en réponse à une dépolarisation
membranaire peut être mis en relation avec la baisse de phosphorylation de SNAP25, qui
est un substrat de la PKC.
De manière intéressante, la signalisation PKC, en plus de ses rôles dans la régulation
de l’activité neuronale, est aussi impliquée dans des voies de signalisation de toxicité dans
les neurones. Il a été montré récemment que la neurodégénérescence induite par la toxine
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MTPT) était en partie dépendante de la PKC
(Morfini, Pigino et al. 2007). Le MPTP est utilisé pour induire chimiquement des lésions
identiques à celles retrouvées dans la maladie de Parkinson et perturbe le transport axonal
rapide en provoquant une mort neuronale rétrograde (« dying back pattern » en anglais). On
peut émettre l’hypothèse que l’interférence du Bornavirus avec la voie de la PKC stopperait
les signaux de mort rétrograde induits par une perturbation de la machinerie du transport
neuronal.
Le système de chambres de culture compartimentalisées décrit plus haut, est idéal
pour tester cette hypothèse. En induisant d’un signal de mort dans la chambre distale
axonale. on pourrait suivre l’apparition de signaux de mort rétrograde, et comparer le
pourcentage ou la vitesse de mort neuronale dans les neurones infectés avec le virus rBDV-
WT ou rBDV-AASS.
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3. Quel est l'effet de la protéine P sur le fonctionnement neuronal en
dehors du contexte viral ?
Au vu de nos résultats, on peut se demander si l'expression de protéine P isolée de
son contexte viral pourrait suffire pour provoquer des troubles du comportement, de par son
interférence avec la voie de la PKC. Une perturbation de la potentialisation synaptique,
comme celle induite par la P, a en effet des répercussions in vivo sur les comportements et
l’apprentissage. Le développement de nombreuses souris transgéniques a permis de
montrer qu’en effet les troubles de la potentialisation synaptique observés in vitro conduisent
très souvent à des troubles de l’apprentissage ou du comportement in vivo (voir (Lynch
2004) pour une liste d’exemples).
Nos résultats montrent que la persistance du BDV dans les neurones provoque un
blocage de différentes formes de potentialisation synaptique. Par ce mécanisme, le BDV
contribue donc probablement directement aux troubles du comportement et de
l’apprentissage des animaux infectés. L’interférence du BDV avec la signalisation dépendant
de la PKC est tout à fait compatible avec cette interprétation. De plus, les souris
transgéniques invalidées pour le gène codant pour la PKC γ ont un défaut de potentialisation
synaptique et des troubles de l’apprentissage (Abeliovich, Chen et al. 1993; Abeliovich,
Paylor et al. 1993). Par conséquent, l’interférence du BDV avec la signalisation dépendant
de la PKC et la potentialisation synaptique pourrait altérer la mémoire et les comportements
des animaux infectés. Il serait intéressant de savoir si la P isolée de son contexte viral, a la
capacité d’induire des troubles du comportement. Nous avons récemment construit des
vecteurs lentiviraux permettant d'obtenir une expression à long terme des formes sauvage et
mutée de la P dans les neurones, avec une grande efficacité. Des injections stéréotaxiques
de la protéine P (mutée ou non) dans l’hippocampe de souris nous permettront d’étudier ses
effets sur le comportement à l'aide de tests standard.
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En conclusion, nos résultats révèlent un mécanisme original de perturbation du
fonctionnement neuronal induit par un virus neurotrope et ils proposent une base moléculaire
aux troubles comportementaux associés à la persistance du BDV dans le SNC. Le caractère
non cytolytique de la réplication du BDV dans les neurones et les troubles comportementaux
provoqués par l’infection des animaux soulignent l’intérêt d’étudier l’infection par le BDV pour
la compréhension de l’interaction virus-neurone, mais aussi comme modèle pour
l’identification de mécanismes pouvant conduire à des troubles comportementaux et à des
altérations neurodéveloppementales.
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Abstract :
Bornavirus (BDV) is an ideal model system for investigating the pathological consequences of viral
infections of the central nervous system (CNS). BDV persists in the CNS of a wide range of animal
species and induces neurological and behavioral disease. Previous work have demonstrated that BDV
interferes with protein kinase C (PKC) dependant signaling, and suggested a role for the viral
phosphoprotein (P). This work was aimed at analysing the electrophysiological properties of BDV
infected neurons, and to precise the role of P in the interference with signaling and neuronal activity. By
studying the electrical activity of neuronal networks, we showed that BDV was specifically blocking long
term potentialisation. By analysing the phenotype of neurons infected by recombinant mutated viruses,
we formally proved the essential role of P in neuronal dysfunctions associated with BDV.
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RESUME :
Le Bornavirus (BDV) est un bon modèle d’étude de la physiopathologie des infections virales du
système nerveux central (SNC). Il persiste dans les neurones du SNC de nombreuses espèces
animales et induits des troubles comportementaux. Des travaux précédents ont montré que le BDV
interférait avec la signalisation dépendante de la protéine kinase C (PKC), et suggérait un rôle de la
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neurones infectés par le BDV, et de préciser le rôle de la P dans la perturbation de la signalisation et de
l’activité neuronales associées à l’infection. Par l’étude de l’activité électrique de réseaux neuronaux,
nous avons montré que le BDV bloquait spécifiquement la potentialisation à long terme du réseau
neuronal. En analysant le phénotype de neurones infectés par des virus recombinants mutés, nous
avons démontré le rôle de la P dans les troubles du fonctionnement neuronal associés au BDV.
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